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Premessa 


«Contrariamente a ciò che pensavo un tempo, il pro- 
gresso scientifico non consiste semplicemente nell’os- 
servazione, nell’accumulo di dati sperimentali e nel lo- 
ro uso per formulare una teoria. È cominciato con l’in- 
venzione di un mondo possibile, o di un suo frammen- 
to, che venne quindi confrontato sperimentalmente con 
il mondo reale. Ed è stato questo dialogo costante fra 
l’immaginazione e la sperimentazione che ha permes- 
so la formazione di un concetto sempre più affinato 
di ciò che chiamiamo realtà.» 


Francois Jacob, The Statue Within, Basic Books, 1988. 
Trad. it.: La statua interiore, Il Saggiatore, 1990. 


Questo libro è una grande sintesi della scienza bio- 
chimica degli anni ’90 che incorpora il tradizionale 
metabolismo intermedio con le scoperte più recenti 
nei campi della genetica molecolare e della struttura 
delle macromolecole. 

Ci sono state nel passato altre grandi sintesi della 
scienza. Andrea Vesalio produsse il suo grande lavo- 
ro, De Humani Corporis Fabrica, un compendio di 
anatomia elaboratamente illustrato che pose le fon- 
damenta della moderna scienza medica. In tempi più 
recenti, negli anni ’70, Albert Lehninger produsse 
un testo classico di biochimica che riassumeva in mo- 
do eloquente il metabolismo e la bioenergetica. Seb- 
bene egli descrivesse anche la struttura e la funzione 
delle macromolecole insieme ad alcuni aspetti della 
biologia molecolare, queste descrizioni potevano sol- 
tanto indicare le grandi scoperte che sarebbero av- 
venute nel futuro. 

La messe di nuove idee e di nuovi esperimenti ver- 
so la fine degli anni ’70 e negli anni °80 — le tecniche 
del DNA ricombinante, la mutagenesi sito-specifica, 
il sequenziamento altamente meccanizzato del DNA, 
le spettacolari scoperte dall’ingegneria genetica e i 
nuovi metodi per visualizzare complesse strutture 
molecolari — tutti questi progressi richiedevano una 
presentazione moderna, esauriente e coerente dell’at- 
tuale scienza biochimica. Le nuove complessità rive- 
late dai recenti dati sperimentali hanno paradossal- 


mente reso la scienza più facile da comprendere. I 
nuovi dati hanno svelato nuovi principi organizzato- 
ri. I nuovi metodi di presentazione hanno reso possi- 
bile visualizzare in modo vivido la struttura tridi- 
mensionale di macromolecole complesse per mezzo 
del disegno artistico e della grafica al computer. Que- 
sti progressi sono presenti nel sistema di comunica- 
zione di questo libro. Gli autori iniziano ciascun ca- 
pitolo con succinte enunciazioni dei principi più im- 
portanti, seguite dalle idee e dalle prove sperimenta- 
li che li hanno generati. La presentazione delle for- 
mule chimiche di struttura, delle strutture macro- 
molecolari e gli schemi dei processi sono tutti incor- 
porati nel tessuto del testo, aiutando a rendere evi- 
denti le connessioni fra la struttura e la funzione. 
Le duemila illustrazioni, insieme alla chiarezza del 
testo, rendono questo libro un classico contempora- 
neo. 

La mioglobina, la prima proteina di cui è stata de- 
terminata la struttura, fornisce un caso storico illu- 
minante che dimostra come la conoscenza della fun- 
zione può essere la chiave che permette di compren- 
dere la struttura. La visualizzazione completa dei 153 
amminoacidi della mioglobina sembra, a prima vi 
sta, di una complessità sbalorditiva. La struttura, an- 
che a bassa risoluzione, si è dimostrata scoraggiante. 
Max Perutz, un pioniere della determinazione della 
struttura delle proteine, quando vide per la prima 
volta la mioglobina, notò: 


«È mai possibile che la ricerca della verità fondamen- 
tale abbia davvero rivelato un oggetto così orrenda- 
mente simile alle budella? La pepita d’oro era forse 
un pezzo di piombo? Fortunatamente, come molte al- 
tre cose in natura, la mioglobina più la si guarda più 
aumenta di bellezza.» 


(Scientific American, novembre 1964) 


Non solo aumenta in bellezza ma anche in struttu- 
ra logica. Oggi si può vedere che adotta un semplice 
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schema di ripiegamento la cui evidente funzione è 
quella di fornire una tasca impermeabile all’acqua 
per l’atomo di ferro che lega l’ossigeno. 

La natura ama i disegni che hanno successo e ten- 
de a conservarli durante gli eoni dell’evoluzione. Il 
citocromo c utilizza schemi di ripiegamento tridimen- 
sionale notevolmente simili in specie così diverse co- 
me mammiferi e batteri, sebbene le sequenze degli 
amminoacidi possano differire moltissimo. Le fami- 
glie di enzimi, come le serina proteasi, hanno in co- 
mune schemi di ripiegamento riconoscibilmente si- 
mili, anche se i loro siti attivi mostrano delle diffe- 
renze. La connettività è predominante in Natura, co- 
me si noterà in questo libro. Le discipline separate 
della biologia cellulare, della cinetica enzimatica, della 
microscopia elettronica, della cristallografia ai raggi 
X, della spettroscopia NMR, del sequenziamento del 
DNA e dello splicing dei geni, tutte hanno una meta 
comune, la comprensione della struttura e della fun- 
zione della macchina della vita a livello molecolare. 
I sistemi viventi mantengono il loro equilibrio (omeo- 
stasi) mediante il controllo delle vie metaboliche. Que- 
ste, a loro volta, sono controllate da enzimi regolato- 
ri. Il chiarimento della struttura complessa degli en- 
zimi regolatori comincia oggi a spiegare in che mo- 
do questi esercitano un controllo a feedback specifi- 
co a livello molecolare. I Tedeschi hanno una parola 
pittoresca per questo tipo di coerenza, Zusammen- 
héngen (letteralmente «appesi insieme»). Questo clas- 
sico testo è esauriente, chiaro e conciso ma soprattut- 
to ha coerenza. 

I riassunti concisi e le illustrazioni chiare sono di 
grande aiuto all’insegnamento, ma la biochimica è, 
nella sua essenza, una scienza sperimentale. Le idee 
generate nella mente devono essere verificate in la- 
boratorio. Marshall McLuhan, un sociologo popolare 
negli anni ’60, spiegò la grande influenza della tele- 


visione coniando la frase «Il mezzo è il messaggio». 


In un certo senso, il laboratorio è il centro messaggi 
dove le domande vengono poste in termini di proce- 
dimenti di laboratorio e trovano risposta in un lin- 
guaggio macchina in codice: cioè in numeri, grafici, 
macchie di diversa intensità su di una lastra, regi- 
strazioni di spettri e disegni di catene polipeptidiche 
su schermi di computer. Gli studenti devono impa- 
rare a leggere e ad interpretare questi segni in codi- 
ce. Inoltre, devono essere capaci di leggere i linguag- 
gi speciali degli articoli scientifici in cui vengono re- 
gistrati gli esperimenti. Gli autori sono perfettamente 
consci della necessità della padronanza delle tecniche 
e dei codici di laboratorio e della letteratura. Hanno 
fornito concise rassegne dei metodi di laboratorio de- 
scrivendo, per esempio, la varietà di metodi usati per 
purificare le proteine e gli acidi nucleici e per deter- 
minarne la sequenza. Ciascun capitolo ha una ricca 
bibliografia ed è stata inserita una guida preziosa alla 
lettura di un articolo scientifico. Lo studente impara 
a leggere codici (fra gli altri i codici a tre e a una 
lettera per gli amminoacidi), registrazioni numeriche, 
macchie e tracce sulle lastre, il gergo arcano usato 
per gli anticorpi e per i geni appena scoperti — tutto 
con lo scopo di vedere la vita a livello molecolare. 

La biochimica degli anni ’90 è forse una scienza 
matura ma molto lontana dalla fine. I concetti creati- 
vi, verificati dagli esperimenti e organizzati in ipote- 
si di lavoro, hanno portato ad altri concetti. La spira- 
le della ricerca continua a innalzarsi ma molte cose 
sono ancora misteriose. La scienza avanza. Questo li- 
bro dà allo studente e al professionista lo strumento 
per comprendere lo stato dell’arte biochimica e li pre- 
para a comprendere gli esperimenti futuri così che 
i semi piantati mettano radici, crescano, fioriscano 
e portino frutti. 


New York City 


Agosto 1989 IRVING GEIS 


Prefazione 


La biochimica è un campo di grande fascino e utilità, 
dovuti senza dubbio all’interesse per noi stessi. Il be- 
nessere dell’uomo, specialmente gli aspetti medici e 
di nutrizione, è enormemente migliorato in seguito 
al rapido aumento della comprensione della biochi- 
mica. In effetti, non passa giorno senza l’annuncio 
di una scoperta biomedica che è di beneficio a una 


| porzione significativa dell’umanità. I futuri sviluppi 


in questo campo della conoscenza porteranno senza 
dubbio a vantaggi ancora più spettacolari per la no- 
stra capacità di capire la natura e di controllare il 
nostro destino. È perciò della massima importanza 
che coloro che intraprendono una carriera nelle scien- 
ze biomediche conoscano a fondo la biochimica. 

Questo libro è un distillato delle nostre esperienze 
di insegnamento all’University of Pennsylvania e al 
Swarthmore College e intende fornire agli studenti 
una solida base di biochimica. Scrivendolo abbiamo 
dato importanza ad alcuni temi. Per prima cosa, la 
biochimica è un insieme di conoscenze ottenute per 
mezzo di esperimenti. Nel presentare ciò che si sa, 
abbiamo perciò sottolineato il modo in cui si è giunti 
a saperlo. Lo sforzo aggiuntivo che lo studente deve 
fare per seguire questo tipo di presentazione è, se- 
condo noi, ampiamente ripagato perché genera l’at- 
teggiamento critico necessario per affrontare con suc- 
cesso qualunque impresa scientifica. Sebbene la scien- 
za sia spesso dipinta come un soggetto impersonale 
è, in realtà, una disciplina che ha preso forma attra- 
verso gli sforzi e le idiosincrasie di singoli scienziati. 
Perciò, nel libro, vengono identificati alcuni di colo- 
ro che più hanno contribuito alla biochimica (la mag- 
gior parte sono ancora in attività) e, spesso, vengono 
considerati gli approcci presi per risolvere particola- 
ri rompicapi biochimici. Lo studente dovrebbe ren- 
dersi conto, però, che la maggior parte del lavoro 
descritto non potrebbe essere stato fatto senza gli sfor- 
zi di dedizione, spesso indispensabili di numerosi col- 
laboratori. 


IT 


L’unità della vita e le sue variazioni nel corso del- 
l'evoluzione sono un secondo tema dominante di tut- 
to il libro. Certamente una delle caratteristiche più 
sorprendenti della vita della Terra è la sua enorme 
varietà e adattabilità. Eppure, la ricerca biochimica 
ha dimostrato ampiamente che tutti gli esseri viven- 
ti sono strettamente correlati a livello molecolare. Co- 
me conseguenza, le differenze molecolari fra le va- 
rie specie hanno fornito interessanti informazioni sul 
modo in cui gli organismi si sono evoluti e hanno 


aiutato a identificare le parti funzionalmente impor-' 


tanti del loro macchinario molecolare. 

Un terzo tema principale consiste nel fatto che i pro- 
cessi biologici sono organizzati in reti di controllo ela- 
borate e interdipendenti. Questi sistemi permettono 
agli organismi di mantenere ambienti interni relati- 
vamente costanti, di rispondere rapidamente agli sti- 
moli esterni, di crescere e di differenziare. Un quarto 
tema è che la biochimica ha conseguenze mediche 
importanti. Per questo illustriamo spesso i principi bio- 
chimici con esempi di fisiologia e di patologia umana. 

Siamo partiti dal presupposto che gli studenti che 
usano questo libro abbiano avuto l’equivalente di un 
anno di chimica e di almeno un semestre di chimica 
organica, come vengono insegnate nei college ameri- 
cani (magari in contemporanea), per avere la neces- 
saria familiarità sia con la chimica generale che con 
i principi basilari e con la nomenclatura della chimi- 
ca organica. Allo stesso modo, gli studenti dovrebbe- 
ro avere seguito un corso analogo di un anno di bio- 
logia generale in cui siano stati discussi i concetti ele- 
mentari della biochimica. Gli studenti che non han- 
no questi requisiti sono consigliati di consultare ap- 
propriati libri che li introducano all’argomento. Il li- 
bro è organizzato in cinque parti. 


I. Introduzione e basi: un capitolo introduttivo 
seguito da alcuni capitoli che passano in rasse- 
gna le proprietà delle soluzioni acquose e gli 
elementi della termodinamica. 
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II. Biomolecole: una descrizione della struttura 
e della funzione delle proteine, dei carboidrati 
e dei lipidi. l 

III. Meccanismi di azione degli enzimi: un’in- 
troduzione alle proprietà, alla cinetica di rea- 
zione e ai meccanismi catalitici degli enzimi. 

IV. Metabolismo: una discussione del modo in cui 
gli esseri viventi sintetizzano e degradano car- 
boidrati, lipidi, amminoacidi e nucleotidi con 
particolare considerazione alla produzione e al 
consumo di energia. 

V. Espressione e trasmissione dell’informazio- 
ne genetica: un’esposizione della struttura de- 
gli acidi nucleici e della biologia molecolare sia 
dei procarioti che degli eucarioti. 


Questa organizzazione ci permette di coprire le aree 
principali della biochimica in modo logico e coeren- 
te. Eppure, la biochimica moderna è un soggetto così 
vasto che per affrontarla tutta con una profondità 
relativamente omogenea abbiamo incluso nel libro 
più materiale di quanto faccia parte del programma 
dettagliato di un corso annuale di biochimica. Cre- 
diamo che il livello di approfondimento sia uno dei 
punti di forza di questo libro perché permette al do- 
cente di disegnare il proprio corso fornendo comun- 
que un supporto per quegli argomenti che non ven- 
gono trattati in dettaglio. 

L’ordine in cui viene presentata la materia del li- 
bro è più o meno analogo alla maggior parte dei cor- 
si di biochimica. Parecchi aspetti dell’organizzazio- 
ne del libro meritano però un commento: 


1. Presentiamo la struttura degli acidi nucleici (Ca- 
pitolo 28) come parte della biologia molecolare 
(Parte V) invece che nella discussione della bio- 
chimica strutturale (Parte II) perché gli acidi nu- 
cleici non vengono menzionati in modo sostan- 
ziale fino alla Parte V. I docenti che preferisco- 
no considerare la struttura degli acidi nucleici 
in un ordine diverso da quello del libro possono 
comunque farlo facilmente perché il Capitolo 28 
non richiede nessuna familiarità con l’enzimo- 
logia o il metabolismo. 

2. Abbiamo diviso la presentazione della termodi- 
namica in due capitoli. I principi basilari della 
termodinamica — entalpia, entropia, energia li- 
bera e equilibrio — sono discussi nel Capitolo 
3 perché questi soggetti sono prerequisiti per 
la comprensione della biochimica strutturale, dei 
meccanismi di azione degli enzimi e per la cine- 
tica enzimatica. Gli aspetti metabolici della ter- 
modinamica — la termodinamica dei composti 
fosforilati e delle reazioni di ossido-riduzione — 


sono presentati nel Capitolo 15, perché la cono- 
scenza di questi soggetti non è necessaria prima 
dei capitoli successivi. 

Le tecniche di purificazione delle proteine sono 
descritte in un capitolo separato (Capitolo 5) che 
precede la discussione della struttura e della fun- 
zione delle proteine. Abbiamo scelto questo or- 
dine così che gli studenti non avvertano che le 
proteine sono in qualche modo «tirate fuori da 
un cappello a cilindro». Nonostante ciò, il Capi- 
tolo 5 è stato scritto come un capitolo di consul- 
tazione da riguardare ogni volta che ne sorga 
la necessità. 

Il Capitolo 9 descrive in dettaglio le proprietà 
dell’emoglobina per illustrare concretamente la 
discussione precedente sulla struttura e funzio- 
ne delle proteine. Questo capitolo introduce la 
teoria allosterica per spiegare la natura coopera- 
tiva del legame dell’ossigeno con l’emoglobina. 
L’estensione successiva della teoria allosterica del- 
l’enzimologia (Capitolo 12) è relativamente sem- 
plice. 

I concetti del controllo metabolico sono presen- 
tati nei capitoli sulla glicolisi (Capitolo 16) e sul 
metabolismo del glicogeno (Capitolo 17) in di- 
scussioni sulla generazione del flusso, sulla re- 
golazione allosterica, sui cicli del substrato, sul- 
le modificazioni covalenti degli enzimi e sulle 
cascate cicliche. Pensiamo che questi concetti pos- 
sano essere compresi meglio se sono studiati nel 
contesto dei metabolismi invece che come argo- 
menti indipendenti. 

Non ci sono capitoli separati per i coenzimi. Que- 
ste sostanze, a nostro parere, vanno studiate lo- 
gicamente nel contesto delle reazioni enzimati- 
che a cui partecipano. 

La glicolisi (Capitolo 16), il metabolismo del gli- 
cogeno (Capitolo 17), il ciclo dell’acido citrico (Ca- 
pitolo 19) e la fosforilazione ossidativa (Capitolo 
20) sono presentati dettagliatamente come mo- 
delli generali delle vie metaboliche con partico- 
lare riguardo a molti meccanismi catalitici e di 
controllo degli enzimi coinvolti. I principi illu- 
strati in questi capitoli vengono ripresi un po’ 
meno in dettaglio negli altri capitoli della Parte 
IV. 

La considerazione del trasporto di membrana 
(Capitolo 18) precede quella delle vie metaboli- 
che mitocondriali, compresi il ciclo dell’acido ci- 
trico e la fosforilazione ossidativa. In questo mo- 
do, l’idea della compartimentazione dei proces- 
si biologici può essere assimilata facilmente. 
La discussione sulla sintesi e sulla degradazione 
dei lipidi è stata posta in un unico capitolo (Ca- 
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pitolo 23) come le analoghe discussioni degli am- 
minoacidi (Capitolo 24) e dei nucleotidi (Capitolo 
26). 

10. Il metabolismo energetico viene riassunto e in- 
tegrato in termini della specializzazione d’orga- 
no nel Capitolo 25, dopo la descrizione del meta- 
bolismo dei carboidrati, dei lipidi e degli ammi- 
noacidi. 

11. I principi basilari della biologia molecolare, sia 
dei procarioti che degli eucarioti, sono introdot- 
ti in capitoli successivi sulla trascrizione (Capi- 
tolo 29), sulla traduzione (Capitolo 30) e sulla re- 
plicazione del DNA (Capitolo 31). I virus (Capi- 
tolo 32) sono considerati come paradigmi di fun- 
zioni cellulari più complesse e sono seguiti dalla 
discussione dei nuovi concetti emergenti sui mec- 
canismi di espressione dei geni eucariotici (Ca- 
pitolo 33). 

12. Il Capitolo 34, il capitolo finale, è una serie di 
minicapitoli che descrivono la biochimica di una 
varietà di processi fisiologici umani ben caratte- 
rizzati: la coagulazione del sangue, la risposta 
immunitaria, la contrazione muscolare, la comu- 
nicazione ormonale e la trasmissione nervosa. 


Il vecchio adagio secondo il quale si impara un argo- 
mento nel modo migliore insegnandolo indica che 
l'apprendimento è un processo attivo e non passivo. 
I problemi che poniamo alla fine di ogni capitolo so- 
no quindi disegnati in modo da obbligare gli studen- 
ti a pensare e non a rigurgitare semplicemente in- 
formazioni assimilate malamente e rapidamente di- 


menticate. Pochi di questi problemi sono banali e al- 


cuni di essi (particolarmente quelli indicati con un 
asterisco) sono piuttosto difficili. Eppure, riuscire a 
risolvere questi problemi può essere uno degli aspet- 
ti più piacevoli del processo di apprendimento. Sol- 
tanto pensando a lungo e attentamente da soli gli 
studenti possono impadronirsi davvero di un argo- 
mento. 

Abbiamo incluso elenchi bibliografici alla fine di 
ciascun capitolo per fornire agli studenti un punto 
di partenza per esplorazioni biochimiche indipenden- 
ti. L'enorme quantità di letteratura biochimica im- 
pedisce di citare solo alcuni degli articoli scientifici 
più importanti. Elenchiamo quindi quelle rassegne 
e monografie che ci sono sembrate più utili per i 
vari argomenti affrontati in ciascun capitolo. 

La ricerca biomedica avanza a un ritmo così stupe- 
facente che una scoperta spesso porta allo sviluppo 
di una sottodisciplina matura nel giro di un anno 
o anche meno. Di conseguenza, un libro di testo di 
biochimica non sarà mai veramente aggiornato. Gli 
studenti dovrebbero però, comunque, essere incorag- 
giati a scorrere le riviste biochimiche perché soltan- 
to in quel modo acquisiranno il senso degli scopi e 
del fascino della biochimica moderna. 

Infine, sebbene abbiamo fatto tutto il possibile per 
eliminare ogni errore da questo libro, non ci illudia- 
mo di esserci riusciti. Chiediamo quindi ai lettori di 
farci pervenire commenti e critiche. 


DONALD VOET 
JUDITH G. VOET 
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Questo libro presenta l’insieme degli sforzi di molte 
persone, molte delle quali meritano una menzione 
speciale: 

Dennis Sawicki, il nostro redattore, ha accudito il no- 
stro manoscritto durante la sua lunga e difficile 
gestazione e ci ha dato un enorme aiuto e inco- 
raggiamento per tutto il tempo. 

John e Bette Woolsey e Patrick Lane hanno creato 
una serie straordinaria di illustrazioni, molte delle 
quali, a nostro avviso, diventeranno dei classici. 

Irving Geis ha generosamente scritto la prefazione 
a questo testo, ci ha dato consigli di incalcolabile 
valore e ci ha fornito la sua giustamente celebre 
arte molecolare, una parte della quale viene pub- 
blicata qui per la prima volta. 

Michael Carson, Richard Feldmann, Arthur Lesk, 

Arthur Olson e Michael Pique ci hanno dato disegni 
che rispecchiano in modo spettacolare lo stato 
dell’arte della grafica molecolare e Jane Richard- 
son ha contribuito con parecchi dei suoi meravi- 
gliosi disegni a nastro delle proteine. 

Stella Kupferberg e John Schultz hanno lavorato in 
modo straordinario per rintracciare e acquisire 
tutte le centinaia di fotografie che abbiamo chie- 
sto. 

Martin Silverberg della Manuscript Associates, l’esper- 
to di produzione della prima metà del manoscrit- 
to, ci ha insegnato come organizzare un capitolo 
e scrivere frasi coerenti. 

Jeanette Steifel, il nostro copy editor, si è impegnata 
con dedizione a produrre un testo perfetto e ci 
ha introdotto alle meraviglie della «scrittura for- 
male». 

Linda Muriello ha supervisionato la produzione del- 
l’intero libro. 


I seguenti colleghi hanno speso lunghe ore a revi- 
sionare il manoscritto. Siamo loro profondamente ri- 
conoscenti per i loro esperti consigli e per l’incorag- 
giamento che ci hanno dato. 

Joseph Babitch, Texas Christian University 
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La vita 


È molto semplice decidere se qualcosa è viven- 
te o meno, perché le cose viventi hanno molteplici 
attributi quali la capacità di estrarre energia dalle 
sostanze nutrienti per espletare le loro funzioni, la 
forza di reagire a variazioni del loro ambiente e so- 
no in grado di crescere, differenziare e, cosa più im- 
portante di tutte, di riprodursi. Naturalmente, non 
è detto che un organismo possieda tutte queste pro- 
prietà; ad esempio, i muli sono ovviamente vivi, ma 
si riproducono molto raramente. La materia inani- 
mata invece può presentare solo alcune proprietà si- 
mili a quelle vitali; ad esempio, un cristallo può cre- 
scere in grandezza se immerso in una soluzione so- 
prasatura del materiale cristallino. Quindi, risulta qua- 
si impossibile, come per altri fenomeni molto com- 
plessi, definire in modo preciso il significato della 
parola vita. A questo scopo, Norman Horowitz ha 
proposto un serie di criteri per caratterizzare gli or- 
ganismi viventi e cioè: lo stato vivente deve possede- 
re le proprietà di replicazione, catalisi e mutabilità. 
La maggior parte di questo testo tratta proprio del 
modo in cui gli organismi viventi utilizzano queste 
proprietà. . 

La biochimica è lo studio della vita a livello moleco- 
lare. Il significato di questi studi aumenta notevol- 
mente se vengono correlati alla biologia dell’organi- 
smo corrispondente o ancora meglio a quella di un 
insieme di organismi. Questo capitolo introduttivo co- 
mincia con una sinossi del regno biologico. Segue poi 
un prologo alla biochimica, una discussione sull’ori- 
gine della vita e una introduzione alla letteratura bio- 
chimica. 


1. PROCARIOTI 


[2 ]Si è stabilito ormai da molto tempo.che la vita 
si basa su unità morfologiche chiamate cellule. La 
formulazione di questo concetto è generalmente at-\ 
tribuito ad un lavoro di Matthias Schleiden e Theo- 


C3 [4 [5] 


© 88-08-10538-5 


dor Schwann, apparso nel 1838, ma trae origine già 
nel secolo diciassettesimo dalle osservazioni di Ro- 
bert Hooke con i primi microscopi. Le due principali 
classi di cellule sono: gli eucarioti (dal greco: eu, buo- 
no o vero + karion, seme o noce), che possiedono 
un nucleo circondato da una membrana che incap- 
sula il loro DNA (acido deossiribonucleico) e i pro- 
carioti (dal greco: pro, prima), che non hanno que- 
sto organello. I procarioti, che comprendono i vari 
tipi di batteri, hanno strutture relativamente sempli- 
ci e sono invariabilmente unicellulari (anche se pos- 
sono formare filamenti o colonie di cellule indipen- 
denti). Gli eucarioti, che possono essere sia unicellu- 
lari che multicellulari, sono molto più complessi dei 
procarioti. (I virus, entità molto più semplici delle 
cellule, non vengono classificati come viventi in quan- 
to sono privi dell’apparato metabolico necessario per 
riprodursi al di fuori della cellula ospite. Essi sono 
essenzialmente aggregati molecolari molto grandi.) 
Questo paragrafo è dedicato ad una discussione sui 
procarioti. Gli eucarioti verranno considerati nel pa- 
ragrafo successivo. 


A. Forma e funzione 


[_3_]I procarioti sono i più numerosi ed ubiquitari 
tra gli organismi sulla Terra. Questo perché i loro 
metabolismi variati e altamente adattabili li rendono 
capaci di vivere in un gran numero di habitat diver- 
si. Oltre alle condizioni ambientali normali tempera- 
te ed aerobiche, alcuni tipi di batteri possono vivere, 
o in qualche caso devono vivere, in condizioni che 
sono invece ostili per gli eucarioti, come, ad esem- 
pio, la mancanza di ossigeno, le elevate temperature 
o ambienti chimici inusuali. Inoltre, la rapida veloci- 
tà di riproduzione dei procarioti (mediamente <20 
minuti per divisione cellulare per molte specie) con- 


sente loro di trarre vantaggi da condizioni favorevo- 


li, ma transitorie, e allo stesso tempo la capacità di 
formare spore resistenti permette a questi organi- 
smi di superare situazioni avverse. 


I procarioti 
hanno anatomie relativamente semplici 


L4 JI procarioti, che furono visti per la prima volta 
dall’inventore del microscopio Antoni van Leeuwen- 
hoek nel 1683, hanno dimensioni che possono varia- 
re da 1 a 10 um. Essi possono assumere tre tipi di 
forme basilari (Fig. 1.1): sferica (cocchi), a bastonci- 
no (bacilli) e ad avvolgimenti elicoidali (spirilli), ma 
tutti presentano la stessa organizzazione generale 
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Figura 1.1 Disegni in scala di alcune cellule procariotiche. 


(Fig. 1.2). I batteri sono circondati, come tutte le cel- 
lule, da una membrana cellulare (membrana pla- 
smatica) spessa circa 70 À costituita da un doppio 
strato lipidico contenente nel suo interno proteine 
che controllano il passaggio di molecole dentro e fuori 
la cellula e catalizzano una grande varietà di reazio- 
ni. Le cellule della maggior parte dei procarioti sono 
inoltre circondate da una rigida parete cellulare po- 
lisaccaridica dello spessore variabile da 30 a 250 À 
che ha principalmente la funzione di proteggere la 
cellula da danni meccanici e di prevenire il suo scop- 
pio in ambienti osmoticamente più diluiti di quello 
presente al suo interno. Alcuni batteri sono immersi 
in una capsula polisaccaridica gelatinosa che li pro- 


.tegge dalle difese degli organismi superiori. Anche 


se i procarioti mancano degli organelli subcellulari 
circondati da membrana caratteristici degli eucarioti 
(paragrafo 1.2), la loro membrana plasmatica può es- 
sere ripiegata numerose volte per formare strutture 
multistrato conosciute come mesosomi. Questi sono 
probabilmente i siti di replicazione del DNA e di al- 
tre reazioni enzimatiche specializzate. 

Il citoplasma (il contenuto della cellula) dei pro- 
carioti non è una «zuppa» omogenea. Il singolo cro- 
mosoma (molecola di DNA, diverse copie possono 
esserne presenti in una cellula a rapida crescita) è 
condensato a formare una massa conosciuta come nu- 
cleoide. Il citoplasma contiene inoltre numerose spe- 
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Figura 1.2 Rappresentazione schematica di una cellula procariotica. 


cie di RNA (acido ribonucleico), una grande varie- 
tà di enzimi solubili (proteine che catalizzano rea- 
zioni specifiche) e molte migliaia di particelle del dia- 
metro di 250 À, note come ribosomi, che rappre- 
sentano la sede della sintesi proteica. 

Molte cellule batteriche possiedono una o più ap- 
pendici a forma di frusta, conosciute come flagelli, 
che vengono usate per la locomozione. Certi tipi di 
batteri hanno anche proiezioni filamentose, chiama- 
te pili, la cui funzione è per la maggior parte ancora 
sconosciuta; alcune di queste operano come condotti 
per il DNA durante la coniugazione sessuale (un pro- 
cesso in cui il DNA viene trasferito da una cellula 
all’altra, paragrafo 27.1D; i procarioti si riproducono 
di norma per scissione binaria). 

Il batterio Escherichia coli (abbreviato E. coli) è l’or- 
ganismo biologicamente meglio caratterizzato; è sta- 
to oggetto negli ultimi quarant’anni di intensi studi 
biochimici e genetici. Buona parte di quanto viene 
citato e riportato in questo testo si riferisce in pratica 
alla biochimica dell’E. coli. Le cellule di questo nor- 
male abitante del colon degli organismi superiori (Fig. 
1.3) è lungo 2 am ed ha un diametro di 1 um; il suo 
peso è circa 2x 107! g. Il suo DNA, che ha una mas- 
sa molecolare di 2,5x 10° dalton (D)*, codifica per 


* La massa molecolare di una particella può essere espressa in 
dalton, che è 1/12 della massa di un atomo di ‘*“C (unità della massa 
atomica, amu). Questa quantità può essere espressa anche come 
peso molecolare, quantità adimensionale definita come il rap- 
porto della massa della particella e 1/12 della massa di un atomo 
di 12C e che viene simbolizzata con Mr (massa molecolare relati- 
va). In questo testo faremo riferimento alla massa molecolare di 
una particella piuttosto che al suo peso molecolare. 
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Flagelli 


(b) 


Figura 1.3 Fotografia al microscopio elettronico di cellule di £. colî: 
(a) colorate per evidenziare la struttura interna (CNRI). (b) Colorata 
per evidenziare i flagelli ed i pili (organelli simili a bastoncini con 
funzione ancora ignota). (Per gentile concessione di Howard Berg, 
Harvard University.) 
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circa 3 000 proteine (di cui circa mille sono state iden- 
tificate), anche se non tutte sono contemporaneamente 
presenti in una data cellula. Una cellula di E. coli con- 
tiene da tremila a seimila tipi diversi di molecole, 
comprese le proteine, gli acidi nucleici, i polisaccari- 
di, i lipidi e i vari tipi di piccole molecole e ioni (Ta- 
bella 1.1). 


Componente Percentuale in peso 
H,0 70 
Proteine 15 
Acidi nucleici: 

DNA 1 

RNA 6 
Polisaccaridi e loro precursori 3 
Lipidi e loro precursori 2 
Altre molecole organiche piccole 1 


loni inorganici 1 


Fonte: Watson, }.D., (1976), Molecular biology of the gene, 3? ed., p. 69, 
Benjamin. Trad. it.: Biologia molecolare del gene, Zanichelli, Bologna, 1981. 


I procarioti utilizzano una grande varietà 
di fonti di energia metabolica 


[6 |Le richieste nutrizionali dei procarioti sono 
enormemente varie. Gli autotrofi (dal greco: autos, 
auto + trophikos, mangiare, nutrirsi) possono sinte- 
tizzare tutti i loro componenti cellulari a partire da 
semplici molecole come H:0, CO:, NH; e HS. Natu- 
ralmente essi hanno bisogno di una fonte energetica 
per queste sintesi e per espletare le loro funzioni nor- 
mali. I chemiolitotrofi (dal greco: lithos, pietra) ot- 
tengono l’energia necessaria dall’ossidazione di com- 


-posti inorganici come NH; e 1’H2S, oppure il Fe?+; 


2NH3 + 40, ——> 2HNO3 + 2H50 
H2S + 20, ——* H2S0x4 
4FeCO3z + 03 + 6H,30 ——> 4Fe(OH)3 + 4C03 


I fotoautotrofi ottengono l’energia attraverso la fo- 
tosintesi (Capitolo 22), un processo in cui l’energia 
luminosa viene utilizzata per il trasferimento di elet- 
troni da un donatore inorganico alla CO, per forma- 
re carboidrati [(CH:0),]. 

Nella forma più comune della fotosintesi, il dona- 
tore di elettroni nella sequenza di reazioni favorite 
dalla luce è l’acqua. 


nCO, + nHs0 == (CH:0), + nOz 


Questo processo avviene nei cianobatteri (gli orga- 
nismi verdi con aspetto mucillaginoso che crescono 
sulle pareti degli acquari; i cianobatteri sono noti an- 
che con il nome di alghe verdi-azzurre) e nelle pian- 
te. È la fotosintesi che ha generato l’ossigeno presen- 
te nella nostra atmosfera. Alcune specie di cianobat- 
teri hanno la capacità di convertire l’azoto inorgani- 
co dell’atmosfera in azoto organico, inserendolo in 
alcuni tipi di composti organici. Questo processo di 
fissazione dell’azoto rende questi organismi la spe- 
cie con le richieste nutrizionali più semplici; infatti, 
a parte la necessità di piccole quantità di minerali, 
essi vivono letteralmente di aria e sole. 

Nelle forme più primitive di fotosintesi, le so- 
stanze come l’idrogeno, l'idrogeno solforato, il tio- 
solfato oppure altri composti organici sono donatori 
di elettroni nelle reazioni favorite dalla luce, secon- 
do il modello: 


nCO, + 2nH,S ——> (CH0), + nH30 + 2nS 


I batteri fotosintetici purpurei e verdi vivono in 
ambienti privi di ossigeno come gli stagni melmosi 
poco profondi e producono idrogeno solforato (H25) 
dalle sostanze organiche in decomposizione. 

Gli eterotrofi (dal greco: hetero, altro) otten- 
gono energia mediante l’ossidazione di composti or- 
ganici e dipendono in ultima analisi dagli autotrofi 
per la produzione di questi composti. Gli aerobi ob- 
bligati (che comprendono anche gli animali) devo- 
no utilizzare l’ossigeno, mentre gli anaerobi usano 
altri agenti ossidanti come il solfato (batteri che ri- 
ducono il solfato) oppure il nitrato (batteri deni- 
trificanti). Molti organismi possono metabolizzare 
parzialmente diversi composti organici con un pro- 
cesso di ossido-riduzione intramolecolare, noto come 
fermentazione. Gli anaerobi facoltativi come VE. 
coli possono crescere sia in presenza che in assenza 
di ossigeno. Gli anaerobi obbligati sono invece av- 
velenati dalla presenza dell’O2. I loro metabolismi 
sono probabilmente simili a quelli delle prime for- 
me di vita (comparse 3,5 miliardi di anni fa quando 
l'atmosfera terrestre era priva di ossigeno; vedi pa- 
ragrafo 1.4). In pratica, sono molto poche le sostan- 
ze che non possono essere metabolizzate dai proca- 
rioti. 


B. Classificazione dei procarioti 


[9 JI metodi tradizionali della tassonomia (la scien- 
za della classificazione biologica), che è basata prin- 
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cipalmente su confronti anatomici di organismi con- 
temporanei e fossili, non sono applicabili ai procario- 
ti. Questo perché le strutture relativamente semplici 
dei procarioti, comprese anche quelle degli antichi 
batteri, osservate nei loro resti microfossili, non so- 
no in grado di fornire sufficienti informazioni sulle 
loro relazioni filogenetiche (filogenesi: sviluppo du- 
rante l’evoluzione). Il fatto che non esista una corre- 
lazione precisa tra forma e funzione metabolica con- 
fonde ancora di più il problema. Inoltre, la definizio- 
ne usata per identificare una specie eucariotica, cioè 
una popolazione che si può interibridare, non può 
essere utilizzata per la riproduzione asessuata dei bat- 
teri. Quindi, gli schemi di classificazione convenzio- 
nale dei procarioti sono piuttosto arbitrari e manca- 
no delle implicazioni evoluzionistiche presenti negli 
schemi degli eucarioti (paragrafo 1.2B). 

Secondo lo schema di classificazione più largamen- 
te usato per i procarioti, prokaryotae (chiamati an- 
che monera), sono divisi in due classi: i cianobatteri 
ed i batteri. Quest’ultimo raggruppamento è suddi- 
viso poi in 19 parti in base a diverse caratteristiche 
distintive, tra cui la struttura cellulare, il comporta- 


Figura 1.4 Le principali linee di discendenza dei procarioti. (Fonte: 
Fox, G.E., STACKEBRANDT, E., Hespett, R.B., GigsoN, J., MANILOFF, }., 
Dyer, T.A., WOLFE, R.S., BALCH, W.E., TANNER, R.S., MAGRUM, L.]., 
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‘mento metabolico e le proprietà di colorazione. Il più 


semplice schema di classificazione divide i procarioti 
in tre tipi: i micoplasmi, i batteri gram-positivi 
e i batteri gram-negativi. I micoplasmi non hanno 
la parete cellulare rigida tipica dei procarioti. Essi 
sono le cellule viventi più piccole (con un diametro 
di 0,12 um) e possiedono circa il 20% del DNA pre- 
sente in una cellula di E. coli. Probabilmente questa 
quantità di informazioni genetiche rappresenta la mi- 
nima necessaria per specificare il complesso macchi- 
nario metabolico richiesto per la vita cellulare. I bat- 
teri gram-positivi e gram-negativi si distinguono a 
seconda se possono o meno assumere la colorazione 
di Gram (un procedimento sviluppato nel 1884 da 
Christian Gram in cui cellule fissate al calore vengo- 
no successivamente trattate con il colorante cristal- 
violetto e con iodio e poi decolorate con etanolo op- 
pure etere). I batteri gram-positivi hanno una parete 
cellulare formata da un monostrato, mentre quelli 
gram-negativi (compresi i cianobatteri) hanno una pa- 
rete composta da almeno due strati distinti (paragra- 
fo 10.3B). . 

Lo sviluppo, in anni recenti, di tecniche per la 


ZABLEN, L.B., BIAKEMORE, R., GUPTA, R., BONEN, L., Lewis, B.)., STAHL, 
D.A., LEUMRSEN, K.R., CHEN, K.N. e WoESE, C.R., (1980), «The phylo- 
geny of prokaryotes», Science, 209, pp. 457-463). 
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determinazione della sequenza di amminoacidi delle 
proteine (paragrafo 6.1) e della sequenza delle basi 
degli acidi nucleici (paragrafo 28.6) ha consentito di 
ottenere un buon numero di indicazioni sulla rela- 
zione genealogica tra i vari organismi. Queste tecni- 
che hanno consentito inoltre di valutare su basi quan- 
titative queste relazioni e di costruire quindi un si- 
stema di classificazione per i procarioti basato sulla 
filogenesi. 

Dall’analisi delle sequenze degli RNA ribosomiali, 
Carl Woese poté dimostrare che un gruppo di proca- 
rioti, che egli chiamò archebatteri, non erano mol- 
to correlati con gli altri procarioti, gli eubatteri (i 
batteri «veri»); entrambi i gruppi erano ovviamente 
poco correlati agli eucarioti. Gli archebatteri compren- 
dono tre diversi tipi di organismi piuttosto insoliti: 
i metanogeni, anaerobi obbligati che producono me- 
tano (gas di palude) mediante la riduzione della CO, 
con idrogeno, gli alofili, che possono crescere solo 
in acqua salata molto concentrata (>2M) ed alcuni 
termoacidofili, organismi che vivono nelle sorgen- 
ti acide e calde (pH <2 e circa 90 °C). Sulla base dei 
tratti biochimici fondamentali diversi per ognuno dei 
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Figura 1.5 Schema di una cellula animale accompagnata dalle foto- 
grafie al microscopio elettronico dei suoi organelli (nucleo: Tektoff- 
Rhone-Merieux, CNRI; reticolo endoplasmatico ruvido e corpo di Golgi: 


Lisosomi 


tre gruppi (gli eubatteri, gli archebatteri e gli euca- 
rioti), ma presenti all’interno di ciascun gruppo, Woe- 
se propose che questi organismi costituissero tre re- 
gni distinti (piuttosto che una semplice suddivisione 
tradizionale in due classi di eucarioti e procarioti). 
Inoltre, il fatto che questi tre regni sono genealogica- 
mente equidistanti suggerisce che siano derivati in- 
dipendentemente da una forma più semplice di vita 
primordiale (Fig. 1.4). 


2. EUCARIOTI 


Le cellule eucariotiche hanno in genere un dia- 
metro che può variare da 10 a 100 um ed hanno quin- 
di un volume da mille a un milione di volte più gran- 
de di quello di un tipico procariote. Non è solo il 
volume la caratteristica fondamentale degli eucario- 
ti, ma soprattutto la presenza nel loro interno di una 
grande quantità di organelli circondati da membra- 
na con funzioni specializzate (Fig. 1.5). Infatti, le strut- 
ture e le funzioni negli eucarioti sono molto più com- 
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Secchi-Lecaque/Roussel-UCLAF/CNRI; reticolo endoplasmatico liscio: 
David M. Phillips/Visuals Unlimited; mitocondrio: CNRI; lisosomi: 
Biophoto Associated/Photo Researchers, Inc.). 
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Figura 1.6 Disegno di T.A Bramley, in CARULE, M., (1982), Trends 
Biochem. Sci., 7, p. 128. (Copyright © Elsevier Biomedical Press, 
1982, riprodotta con autorizzazione.) 


plesse a qualsiasi livello di organizzazione, a partire 
da quello molecolare. 

Gli eucarioti ed i procarioti hanno sviluppato stra- 
tegie evolutive fondamentalmente diverse. I proca- 
rioti hanno scelto i vantaggi della semplicità e della 
miniaturizzazione: la velocità di crescita molto rapi- 
da consente loro di occupare nicchie ecologiche in 
cui possono esserci variazioni anche molto drastiche 
della disponibilità di sostanze nutrienti. Al contra- 
rio, la complessità degli eucarioti, che li rende gran- 
di e molto più lenti nella crescita, conferisce loro un 
vantaggio competitivo in ambienti stabili ma con ri- 
sorse limitate (Fig. 1.6). È quindi sbagliato considera- 
re i procarioti evoluzionariamente primitivi rispetto 
agli eucarioti. Entrambi i tipi di organismi si sono 
ben adattati ai loro rispettivi stili di vita. 

Il più vecchio microfossile di eucariote a noi perve- 
nuto data circa 1,4 miliardi di anni fa, qualcosa come 
2,1 miliardi di anni dopo la comparsa della vita sulla 
Terra. Questo fatto tende a confermare l’idea che gli 
eucarioti siano nati da un procariote altamente svi- 
luppato, probabilmente un micoplasma. Le differen- 
ze tra eucarioti e procarioti moderni sono però così 
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profonde da rendere questa ipotesi molto improba- 
bile. Forse i primi eucarioti comparsi sulla Terra, che 
secondo le osservazioni di Woese si erano evoluti da 
una forma di vita primordiale, erano relativamente 
fragili e quindi piuttosto rari. Soltanto dopo aver svi- 
luppato alcuni degli organelli descritti nei paragrafi 
seguenti, essi sono diventati sufficientemente stabili 
e così rappresentati da generare una quantità signifi- 
cativa di microfossili. 


A. Architettura cellulare 


[12 ]Le cellule eucariotiche sono circondate, come 
i procarioti, da una membrana plasmatica. Le dimen- 
sioni molto grandi delle cellule eucariotiche determi- 
nano però una profonda riduzione del rapporto su- 
perficie/volume, rispetto ai procarioti (l’area superfì- 
ciale di un oggetto aumenta con il quadrato del rag- 
gio, mentre il volume aumenta con il cubo del rag- 
gio). Questa costrizione geometrica, accoppiata al fatto 
che molti enzimi essenziali sono associati alla mem- 
brana, può in parte spiegare l’abbondanza di mem- 
brane intracellulari negli eucarioti (negli eucarioti la 
membrana plasmatica costituisce <10% della mem- 
brana totale). Poiché tutta la materia che deve entra- 
re o uscire da una cellula deve attraversare la mem- 
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brana plsmatica, molti tipi di eucarioti hanno aumen- 
tato la loro area superficiale mediante proiezioni verso 
l'esterno o invaginazioni della loro membrana pla- 
smatica (Fig. 1.7). Inoltre, porzioni della membrana. 
plasmatica possono introflettersi verso l’interno in 
modo da circondare una piccola regione del mezzo 
esterno. Con questo sistema le cellule eucariotiche pos- 
sono fagocitare e digerire particelle come i batteri, 
un processo chiamato endocitosi, mentre i proca- 
rioti si limitano ad assorbire dall’esterno singole mo- 
lecole di sostanze nutrienti. L’inverso dell’endocito- 
si, un processo chiamato esocitosi, è il meccanismo 
di secrezione utilizzato dagli eucarioti. 


Figura 1.7 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di un 
fibroblasto. (Per gentile concessione di Guenther Albrecht-Buehler, 
Northwestern University.) 


Il nucleo contiene il DNA della cellula 


[13] nucleo, l’organello più rappresentativo degli 
eucarioti, è il depositario dell’informazione genetica. 
Questa informazione è codificata nelle sequenze di basi 
delle molecole di DNA, che formano un numero defi- 
nito di cromosomi, caratteristico in ogni specie. I cro- 
mosomi sono costituiti dalla cromatina, un complesso 
di DNA e proteine. La quantità di informazioni ge- 
netiche presenti negli eucarioti è grandissima: basti 
pensare che una cellula umana ha 700 volte più DNA 
di una cellula di E. coli (esprimendo questi valori in 
termini di memoria di computer, si può dire che ogni 
cellula umana può elaborare 700 megabytes di infor- 
mazione, 200 volte quelle contenute in questo testo). 
All’interno del nucleo, le informazioni genetiche ven- 


gono trascritte in molecole di RNA (Capitolo 29) le 
quali, dopo una serie di modificazioni, vengono tra- 
sportate nel citoplasma (negli eucarioti, tutto ciò che 
sta dentro la cellula, escluso il nucleo) dove dirigono 
la sintesi ribosomiale delle proteine (Capitolo 30). La 
sacca nucleare è costituita da una doppia membrana 
contenente numerosi pori del diametro di circa 90 À 
che regolano il flusso di materia tra il nucleo e il 
citoplasma. Questi pori hanno un diametro sufficien- 
temente grande da consentire il passaggio di tutte 
le strutture molecolari tranne quelle molto grandi 
come i cromosomi e i ribosomi maturi. 

Il nucleo della maggior parte delle cellule eucario- 
tiche contiene almeno un corpuscolo che si colora 
intensamente, noto con il nome di nucleolo, che è 
il sito di organizzazione dei ribosomi. Esso è costitui- 
to da segmenti cromosomici contenenti copie multi- 
ple dei geni che specificano l’RNA ribosomiale. Que- 
sti geni vengono trascritti nel nucleolo e )PRNA pro- 
dotto si combina con le proteine importate dai loro 
siti di sintesi nel citosol (il citoplasma privato di tut- 
ti gli organelli circondati da membrana). I ribosomi 
immaturi così formati sono esportati nel citosol dove 
viene completata la loro organizzazione. Quindi, la 
sintesi delle proteine può avvenire solo nel citosol. 


Il reticolo endoplasmatico 
e l'apparato di Golgi modificano 
le proteine di membrana e di secrezione 


La membrana più estesa della cellula, scoperta 
da Keith Porter nel 1945, forma un compartimento 
a forma di labirinto chiamato reticolo endoplasma- 
tico. Una larga parte di questa struttura, il reticolo 
endoplasmatico ruvido, è ricoperta di ribosomi im- 
pegnati nella sintesi di proteine sia di membrana che 
destinate alla secrezione. Il reticolo endoplasmati- 
co liscio, che è privo di ribosomi, è invece il sito 
di sintesi dei lipidi. Molti dei prodotti sintetizzati nel 
reticolo endoplasmatico possono essere trasportati nel- 


| l'apparato di Golgi (scoperto da Camillo Golgi nel 


1898), una pila di sacchi membranosi appiattiti, in 


cui vengono ulteriormente processati i prodotti del 


reticolo (paragrafo 21.3B). 


I metabolismi ossidativi hanno luogo 
nei mitocondri 


[15 ]I mitocondri (dal greco: mitos, filo + chon- 
dros, granulo) sono i siti della respirazione cellula- 
re (metabolismo aerobico) in quasi tutti gli eucarioti. 
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Questi organelli citoplasmatici, sufficientemente gran- 
di da essere scoperti dai citologi già nel secolo dician- 
novesimo, variano sia come forma che come volu- 
me, ma hanno molto spesso un aspetto ellissoidale 
con dimensioni di 1x2 um molto simili a quelle di 
un batterio. Una tipica cellula eucariotica può conte- 
nere 2000 mitocondri, che occupano fino a un quin- 
to del volume totale della cellula. 

Studi al microscopio elettronico condotti da Geor- 
ge Palade e da Fritjof Sjéstrand hanno rivelato che 
il mitocondrio possiede due membrane: una mem- 
brana esterna liscia e una interna molto ripiegata, 
le cui invaginazioni vengono chiamate creste. Que- 
sto organello contiene quindi due compartimenti, lo 
spazio intermembrana e lo spazio interno detto 
matrice. Gli enzimi che catalizzano le reazioni della 
respirazione sono presenti sia nella matrice gelatino- 
sa che nella membrana interna. Questi enzimi accop- 
piano l’ossidazione delle sostanze nutrienti, che pro- 
duce energia, alla sintesi di adenosina trifosfato 
(ATP) (paragrafo 1.3B e Capitolo 20), processo che 
richiede energia. L’adenosina trifosfato, dopo il suo 
trasferimento nel resto della cellula, alimenta tutti 
i processi che consumano energia chimica. 

I mitocondri sono simili ai batteri non solo nella 
forma e nelle dimensioni. La loro matrice contiene 
DNA, RNA specifici e ribosomi che partecipano alla 
sintesi di alcuni componenti mitocondriali. Inoltre essi 
si riproducono per scissione binaria e i processi re- 
spiratori che mediano hanno un grado di somiglian- 
za considerevole con quelli dei moderni batteri aero- 
bici. Queste osservazioni hanno spinto Lynn Margu- 
lis a formulare un'ipotesi, ormai universalmente ac- 
cettata: i mitocondri si sarebbero evoluti da un bat- 
terio aerobico che in origine viveva libero e che ha 
formato una relazione simbiotica con un eucariote 
primordiale anaerobico. Le sostanze nutrienti dell’eu- 
cariote consumate dal batterio erano sicuramente ben 
ripagate dal metabolismo aerobico molto efficace che 
il batterio metteva in compartecipazione. Questa ipo- 
tesi è suffragata dal fatto che l’ameba Pelomyxa pe- 


lustris, uno dei pochi eucarioti che mancano dei mi- . 


tocondri, nutre permanentemente batteri aerobici con 
cui genera relazioni simbiotiche. 


I lisosomi e i perossisomi 
contengono enzimi degradativi 


I lisosomi, scoperti nel 1949 da Christian de 
Duve, sono organelli circondati da una singola mem- 
brana di morfologia e dimensioni variabili (il diame- 
tro delle forme più comuni varia da 0,1 a 0,8 um). 
I lisosomi, che sono essenzialmente delle sacche mem- 
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Figura 1.8 Fotografie per immunofluorescenza di cellule di ratto can- 
guro. Le cellule sono state colorate con anticorpi fluorescenti diretti 
contro (a) actina, (b) tubulina, (0) cheratina e (d) vimentina, un costi- 
tuente proteico di un tipo di filamenti intermedi. (Per gentile conces- 
sione di Mary Osborn, Max-Planck Institut fir Molecular Biologie.) 
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branose contenenti una grande varietà di enzimi idro- 
litici, hanno la funzione di digerire i materiali inge- 
riti dalla cellula per endocitosi e di riciclare i compo- 
nenti cellulari (paragrafo 30.6). Studi citologici han- 
no rivelato che i lisosomi si formano da vescicolazio- 
ni dell’apparato di Golgi. 

[17 ]I perossisomi (noti anche come microcorpi) 
sono organelli circondati da membrana, con un dia- 
metro medio di 0,5 um, contenenti enzimi ossidativi. 
Alcune reazioni perossisomiali generano perossido 
di idrogeno (H,0;), una sostanza reattiva che può 
essere utilizzata nelle ossidazioni enzimatiche di al- 
tre sostanze oppure degradata mediante la reazione 
di dismutazione catalizzata dall’enzima catalasi: 


2H30, —— 2H:0 + 03 


La funzione dei perossisomi potrebbe quindi essere 
quella di prevenire l’ossidazione da parte dell’acqua 
ossigenata di componenti cellulari particolarmente 
sensibili. I perossisomi si formano per vescicolazione 
del reticolo endoplasmatico. Alcune piante conten- 
gono un tipo specializzato di perossisoma, il gliossi- 


‘ soma, il cui nome deriva dal fatto di essere la sede 


di una serie di reazioni che vengono collettivamente 
chiamate via del gliossilato (paragrafo 21.2). 


Il citoscheletro organizza il citosol 


[18 |Il citosol non è una soluzione omogenea, ma 
un gel altamente organizzato che può variare consi- 
derevolmente come composizione passando da una 
parte all’altra della cellula. Questa variabilità deriva 
anche dall’azione del citoscheletro, un intreccio di 
filamenti che determinano la forma della cellula, le 
sue capacità di muoversi ed è responsabile della di- 
sposizione e del movimento interno degli organelli 
(Fig. 1.8). 

I componenti principali del citoscheletro sono i mi- 
crotubuli, strutture tubulari del diametro di circa 
250 À composte dalla proteina tubulina (paragrafo 
34.3F). Essi formano il reticolo di supporto che guida 
il movimento degli organelli all’interno della cellula. 
Per esempio, il fuso mitotico è una struttura orga- 
nizzata di microtubuli e proteine associate che par- 
tecipa alla separazione dei cromosomi replicati nella 
divisione cellulare. I microtubuli sono i maggiori co- 
stituenti anche delle cilia, appendici simili a peli che 
si estendono all’esterno di molti tipi di cellule e i cui 
movimenti simili a frustate agitano il fluido vicino 
alle cellule oppure spingono una singola cellula at- 
traverso una soluzione. Le cilia molto lunghe, come 
le code degli spermatozoi, sono chiamate flagelli (i 


flagelli dei procarioti contengono la proteina flagel- 
lina e sono molto diversi da quelli degli eucarioti). 

I microfilamenti sono fibre del diametro di circa 
90 À costituite dalla proteina actina. I microfilamenti 
come i microtubuli hanno funzioni di supporto mec- 
canico. Inoltre essi, mediante l’interazione con la pro- 
teina miosina, formano le strutture contrattili respon- 
sabili di molti tipi di movimenti intracellulari quali 
i flussi citoplasmatici e la formazione di protuberan- 
ze o invaginazioni cellulari. L’actina e la miosina so- 
no tra i principali componenti del muscolo (paragra- 
fo 34.3A). 

Il terzo costituente del citoscheletro, i filamenti 
intermedi, sono fibre proteiche del diametro di cir- 
ca 100-150 À. La loro prominenza in parti della cel- 
lula soggette a stress meccanici suggerisce che essi 
abbiano la funzione di resistere a carichi o trazioni. 
Per esempio, la pelle degli animali superiori contie- 
ne un elaborato reticolo di filamenti intermedi costi- 
tuita dalla proteina cheratina (paragrafo 7.24), che 
è in gran parte responsabile della solidità di questa 
copertura protettiva esterna. Contrariamente a quanto 
accade per i microtubuli ed i microfilamenti, le pro- 
teine che possono dare origine ai filamenti interme- 
di possono variare sia per dimensioni che per com- 
posizione tra i diversi tipi di cellule di un dato orga- 
nismo o tra gli stessi tipi di cellule presenti in orga- 
nismi diversi. 


Le cellule delle piante 
sono racchiuse da pareti cellulari rigide 


Le cellule vegetali (Fig. 1.9) contengono tutti gli 
organelli descritti in precedenza. Esse presentano inol- 
tre alcune particolarità, tra cui la più rilevante è la 
parete cellulare rigida che è all’esterno della mem- 
brana plasmatica. Queste pareti cellulari, costituite 
dal polisaccaride fibroso cellulosa (paragrafo 1.2C), 
determinano la resistenza a stress meccanici e osmo- 
tici delle piante. 

Un vacuolo è uno spazio delimitàto da una mem- 
brana e pieno di fluido. Anche se i vacuoli sono pre- 
senti nelle cellule animali, sono particolarmente im- 
portanti nelle cellule delle piante in cui rappresenta- 
no anche il 90% del volume della cellula matura. I 
vacuoli possono essere depositi di sostanze nutrienti, 
di materiali di scarto o di sostanze specializzate co- 
me i pigmenti. La concentrazione piuttosto elevata 
dei soluti all’interno del vacuolo determina un in- 
gresso di acqua, aumentando la sua pressione inter- 
na. Questo effetto, insieme alla resistenza della pare- 
te cellulare rigida, è responsabile della rigidità (tur- 
gore) delle piante non legnose. 
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Figura 1.9 Rappresentazione schematica di una cellula vegetale ac- 
compagnata dalle fotografie al microscopio elettronico dei suoi orga- 
nelli (plasmodesma: per gentile concessione di Hilton Mollenhauer, 
USDA; nucleo: per gentile concessione di Myron Ledbetter, Brookha- 
ven National Laboratory; corpo di Golgi: per gentile concessione di 


1 cloroplasti sono i siti di fotosintesi nelle piante 


Una delle caratteristiche fondamentali delle 
piante è la loro capacità di fotosintetizzare. Il sito 
della fotosintesi è un organello noto con il nome di 
cloroplasto, che pur essendo come dimensioni più 
grande dei mitocondri, è in effetti simile a questi 
organelli per il fatto che possiede due membrane, 
una esterna ed una interna. Inoltre, lo spazio delimi- 
tato dalla membrana interna, lo stroma, è simile al- 
la matrice mitocondriale e contiene molti tipi di en- 
zimi solubili. La membrana interna del cloroplasto 
non è però ripiegata in creste. Anzi, lo stroma con- 
tiene un terzo sistema membranoso organizzato in 
blocchi multilamellari chiamati tilacoidi, che con- 
tengono il pigmento fotosintetico clorofilla. I tila- 
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W. Gordon Whaley, University of Texas; cloroplasti: per gentile con- 
cessione di Lewis Shumway, College of Eastern Utah; leucoplasto: 
Biophoto Associated; reticolo endoplasmatico: Biophoto Associa- 
ted/Photo Researchers, inc.). 


coidi utilizzano l’energia della luce intrappolata dal- 
la clorofilla per generare ATP, che viene poi usato 
nello stroma per favorire le reazioni di biosintesi dei 
carboidrati e di altri prodotti necessari alla cellula 
(Capitolo 22). 

I cloroplasti, come i mitocondri, contengono DNA, 
RNA e ribosomi propri e si riproducono per scissio- 
ne. Apparentemente i cloroplasti si sono evoluti da 
un cianobatterio che ha superato le resistenze sim- 
biotiche di un eucariote non fotosintetico. Infatti, al- 
cuni eucarioti moderni non fotosintetici hanno rela- 
zioni simbiotiche con autentici cianobatteri. Quindi, 
la maggior parte degli eucarioti sono «bastardi» gene- 
tici, nel senso che hanno allo stesso tempo materiale 
genetico discendente dal nucleo e dai mitocondri e nel 
caso delle piante anche dai cloroplasti. 
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B. Filogenesi e differenziamento 


Una delle caratteristiche fondamentali degli eu- 
carioti è la loro enorme diversità morfologica, sia a 
livello cellulare che a livello di organismi. Proviamo 
per esempio a confrontare tra loro i vari tipi di cellu- 
le umane disegnate nella Fig. 1.10 e contemporanea- 
mente proviamo a considerare le differenze anato- 
miche che esistono tra un’ameba, una quercia e un 
essere umano. 

Gli schemi tassonometrici basati sulla morfologia 
oppure sulle sequenze di proteine e di acidi nucleici 
(paragrafi 6.1 e 28.6) indicano che gli eucarioti posso- 
no essere suddivisi in tre regni: i funghi, le piante 
e gli animali. La relativa semplicità strutturale di 
molti eucarioti unicellulari rende tuttavia la loro clas- 
sificazione in questi schemi piuttosto arbitraria. Di 
conseguenza, questi organismi sono di solito raggrup- 
pati in un quarto regno eucariotico, i protisti. Nota- 
te però che gli schemi di classificazione vengono fat- 
ti per convenienza dei biologi: solo di rado la natura 
è organizzata in categorie ben precise. Nella Fig. 1.11 
è disegnato un albero filogenetico degli eucarioti. 

Il confronto anatomico tra i fossili e gli organismi 
viventi indica che i vari regni degli organismi multi- 
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Figura 1.10 Disegni di alcune cellule umane: (a) un osteocita, (b) 
uno spermatozoo, (c) una cellula acinare pancreatica (che secerne 


(c) Cellula 
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cellulari si siano evoluti indipendentemente dai pro- 
tisti (Fig. 1.11). I programmi di crescita, differenzia- 
mento.e di sviluppo seguiti dagli eucarioti multicel- 
lulari nelle loro trasformazioni da uovo fertilizzato 
ad organismo adulto ci forniscono un considerevole 
numero di informazioni sulla loro storia evolutiva. 
Per esempio, tutti i vertebrati hanno delle tasche 
branchiali nelle prime fasi embrionali, che probabil- 
mente sono le vestigia di un comune progenitore an- 
cestrale acquatico (Fig. 1.12). Tutti questi embrioni 
sono simili come dimensioni e aspetto anche se le 
forme adulte sono tra loro molto diverse. Queste os- 
servazioni hanno concesso a Ernst Haeckel di formu- 
lare il suo famoso anche se ormai superato detto: l’on- 
togenesi ricapitola la filogenesi (ontogenesi: sviluppo 
biologico). La definizione dei meccanismi di differen- 
ziamento cellulare negli eucarioti è uno degli scopi 
principali della moderna biochimica. 


3. BIOCHIMICA: UN PROLOGO 


[22 ]La biochimica, come implica la stessa parola, 
è la chimica della vita e crea quindi un ponte tra 


enzimi digestivi) e (d) un neurone (una cellula nervosa). 
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Figura 1.11 L'albero evolutivo che indica le 
linee di discendenza della vita cellulare sulla 
Terra. 
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Tasche branchiali 


Pesce Salamandra Pollo Uomo 


Figura 1.12 Sviluppo embrionale di un pesce, di un anfibio (la sala- 
mandra), di un uccello e di un mammifero (un uomo). Nelle prime 
fasi sono tutti molto simili sia per dimensioni che per forme anatomi- 
che (i disegni in alto hanno tutti la stessa scala). Più tardi essi diventa- 
no diversi in queste proprietà. (Fonte: HAECKEL, E., (1874), Anthropo- 
genie oder Entwickelungsgeschichte des Menschen, Engelman.) 


la chimica, cioè lo studio della struttura e dell’intera- 
zione degli atomi e delle molecole, e la biologia, cioè 
lo studio della struttura e delle interazioni delle cel- 
lule e degli organismi. Essendo le cose viventi com- 
poste da molecole inanimate, la vita è quindi un fe- 
nomeno biochimico. 

Anche se gli organismi viventi sono molto diversi 
nel loro aspetto macroscopico, esistono numerose so- 
miglianze nella loro biochimica, il che ci fornisce 
quindi un tema unico per il loro studio. Per esempio, 
l’informazione ereditaria viene codificata ed espres- 
sa più o meno nello stesso modo in tutte le cellule 
viventi. Le serie di reazioni biochimiche che vanno 
sotto il nome di vie metaboliche, come pure le strut- 
ture degli enzimi che le catalizzano, sono per molti 
processi basilari praticamente identiche in tutti gli 


organismi. Tutto ciò tende a confermare l’evidenza 
che le forme di vita conosciute discendano da un sin- 
golo progenitore primordiale in cui queste proprietà 
biochimiche si erano già sviluppate. 

Anche se la biochimica si diversifica in numerosi cam- 
pi, si occupa però di un numero limitato di argo- 
menti e cerca di rispondere a queste domande. 


1. Quali sono le strutture chimiche e tridimensiona- 
li delle molecole biologiche e delle loro forme di 
associazione e come variano le loro proprietà al 
modificarsi di queste strutture? 

2. Come funzionano le proteine? Cioè, quali sono i 
meccanismi molecolari della catalisi enzimatica, 
in che cosa un recettore riconosce e lega molecole 
specifiche e quali sono i meccanismi intramoleco- 
lari ed intermolecolari mediante i quali i recettori 
trasmettono informazioni sul loro stato di legame? 

3. Come viene espressa l’informazione genetica e co- 
me viene trasmessa alle generazioni future? 

4. Come vengono sintetizzate le molecole biologiche 
ed i loro sistemi organizzati? 

5. Quali sono i meccanismi di controllo che coordi- 
nano le miriadi di reazioni biochimiche che av- 
vengono nelle cellule e negli organismi? 

6. Come crescono le cellule e gli organismi, come 
si differenziano e si riproducono? 


Questi argomenti sono analizzati brevemente in que- 
sto paragrafo e discussi più in dettaglio in altri capi- 
toli in seguito. Come diventerà sempre più ovvio man 
mano che procederemo nella lettura del testo, ci ren- 
deremo purtroppo conto che le nostre conoscenze, 
per quanto grandi, sono sempre poca cosa rispetto 
alla nostra ignoranza. 


A. Le strutture biologiche 


Gli organismi viventi sono enormemente com- 
plessi. Come è indicato nel paragrafo 1.1A, anche la 
cellula relativamente semplice dell’E. coli contiene 
qualcosa come da tre a seimila composti diversi, molti 
dei quali sono tipici di questa cellula. Gli organismi 
superiori presentano ovviamente una complessità an- 
cora maggiore. L’Homo sapiens (l’essere umano), per 
esempio, può contenere centomila diversi tipi di mo- 
lecole e solo una piccola parte è stata studiata e carat- 
terizzata. Si potrebbe a questo punto concludere che 
è troppo difficile, per non dire impossibile, ottenere 
una buona conoscenza biochimica degli organismi 
viventi. Ma in realtà le cose viventi possiedono una 
regolarità di base dovuta al fatto che esse vengono 
costruite in maniera gerarchica. Studi anatomici e ci- 
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Figura 1.13 Un esempio di organizzazione gerarchica delle strutture biologiche. 
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tologici hanno dimostrato che gli organismi multi 
cellulari sono organizzati in organi, costituiti da tes- 
suti che a loro volta sono formati da cellule conte- 
nenti organelli subcellulari (Fig. 1.13). A questo pun- 
to della nostra gerarchia discendente, entriamo nel 
regno biochimico, poiché gli organelli sono costituiti 
da strutture sopramolecolari, come le membrane 
o le fibre che sono complessi organizzati di macro- 
molecole (molecole polimeriche con una massa mo- 
lecolare di migliaia di dalton o più). 

L’E. coli, e in sostanza tutta la materia vivente (Ta- 
bella 1.1), contengono un numero piuttosto limitato 
di tipi diversi di macromolecole: le proteine (dal gre- 
co: proteios, di primaria importanza), gli acidi nu- 
cleici ed i polisaccaridi (dal greco: sakcharon, zuc- 
chero). Tutte queste sostanze hanno una costruzione 
modulare; esse sono costituite da unità monomeriche 
unite tra loro, che stanno alla base della nostra strut- 
tura gerarchica. Quindi, come è riportato nella Fig. 
1.14, le proteine sono polimeri di amminoacidi (pa- 
ragrafo 4.1B), gli acidi nucleici sono polimeri di nu- 
cleotidi (paragrafo 28.1) e i polisaccaridi sono poli- 
meri di zuccheri (paragrafo 10.2). I lipidi (dal greco: 
lipos, grasso), la quarta classe delle molecole biologi- 
che, sono relativamente troppo piccoli per essere con- 
siderati come macromolecole, ma possiedono anch’es- 
si un sistema di costruzione modulare (paragrafo 
11.1). 

[24 |Il lavoro dei biochimici è stato inoltre semplifi- 
cato dal fatto che esiste un numero relativamente pic- 
colo di unità monomeriche che compongono ciascuna 
classe di macromolecole biologiche. Tutte le proteine 
vengono sintetizzate sempre dagli stessi venti am- 
minoacidi, gli acidi nucleici da otto tipi di nucleo- 
tidi (quattro per il DNA e quattro per l’RNA) e circa 
otto tipi di zuccheri vengono comunemente usati 


per fabbricare i polisaccaridi. La grande varietà os- 
servata nelle proprietà delle macromolecole delle va- 
rie classi è dovuta all’enorme numero di modi in cui 
possono essere associate le unità monomeriche che 
le compongono. Uno dei problemi centrali della bio- 
chimica riguarda proprio il modo in cui vengono for- 
mate le strutture biologiche. Come vedremo nei pros- 
simi capitoli, le unità monomeriche che servono a 
costruire le macromolecole possono essere ricavate 
dalla cellula direttamente dalle sostanze nutrienti op- 
pure essere sintetizzate enzimaticamente da compo- 
sti più semplici. Le macromolecole vengono sintetiz- 
zate dai loro precursori monomerici in processi mol- 
to complessi mediati da enzimi. 

Le proteine appena sintetizzate si avvolgono spon- 
taneamente in modo da assumere la conformazione 
nativa (paragrafo 8.1A), cioè vanno incontro ad un 
processo di autoassemblaggio. Apparentemente la 
sequenza amminoacidica specifica anche la struttura 
tridimensionale delle proteine. Quindi queste macro- 
molecole, come tutte le altre, non hanno bisogno di 
influenze esterne per raggiungere il giusto ripiega- 
mento. Il principio dell’autoassemblaggio si estende 
anche al livello organizzativo superiore, alle struttu- 
re sopramolecolari. Il modo con cui queste strutture 
ai livelli superiori si organizzano è in grande parte 
ancora sconosciuto. Lo studio dei meccanismi di cre- 
scita e di differenziamento delle cellule e degli or- 
ganismi è una delle aree più attive di ricerca bio- 
logica. 


B. | processi metabolici 


[25 ]In ogni cellula vivente ha luogo nello stesso 
istante un numero sbalorditivo di reazioni chimiche. 
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Figura 1.14 Organizzazione polimerica delle proteine, degli acidi nucleici e dei polisaccaridi. 
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Queste reazioni non sono però lasciate a se stesse, 
ma sono organizzate in un processo coerente che noi 
chiamiamo vita. Per esempio, alcune di queste rea- 
zioni biologiche fanno parte di una via metabolica 
e quindi rappresentano le tappe di una sequenza di 
reazioni che serve a formare uno o più prodotti spe- 
cifici. Una delle caratteristiche principali della vita 
I è poi il fatto che le sue reazioni sono così finemente 
| regolate che solo molto di rado si può osservare la 
mancanza di un reagente in una via metabolica o 
l'accumulo di un prodotto non necessario. 
Il metabolismo viene per tradizione diviso in due 
grandi categorie: 


1. il catabolismo o degradazione, in cui le sostan- 
ze nutrienti ed i costituenti cellulari vengono de- 
gradati per riutilizzare i componenti di base o 
per generare energia; 

2. l’anabolismo o biosintesi, in cui vengono sinte- 
tizzate le biomolecole da precursori semplici. 


L’energia richiesta dai processi anabolici viene forni- 
ta dai processi catabolici principalmente sotto forma 
di adenosina trifosfato (ATP). Questi processi che 
| generano energia come la fotosintesi e l'ossidazione 
| biologica delle sostanze nutrienti producono l’ATP 
| a partire da adenosina difosfato (ADP) e ione fo- 
I sfato libero. 
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Al contrario, i processi che consumano energia co- 
me le biosintesi, il trasporto di molecole contro un 
gradiente di concentrazione e la contrazione musco- 
lare sono favoriti dalla reazione inversa, l’idrolisi del- 
LATP: 


ATP + H.30 == ADP + HPO77 
Quindi, i processi anabolici e catabolici sono collegati 
tra loro dalla «moneta» energetica universale degli es- 


seri viventi, l’ATP. 
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Figura 1.15 Il DNA a doppia catena. Le due catene polinucleotidiche 
restano associate mediante legami idrogeno complementari. 
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C. Espressione e trasmissione 
dell’informazione genetica 


L’acido deossiribonucleico (DNA) è il deposita- 
rio cellulare dell’informazione genetica. Questa ma- 
cromolecola, schematizzata nella Fig. 1.15, è costitui- 
ta da due filamenti di nucleotidi legati tra loro, ognu- 
no dei quali è composto da un residuo saccaridico 
di deossiribosio, da un gruppo fosforico e da una del- 
le quattro basi: adenina (A), timina (T), guanina 
(G) e citosina (C). L’informazione genetica è codifi- 
cata nelle sequenze di queste basi. Ogni base del DNA 
è legata con legami idrogeno ad una base della cate- 
na opposta. Però, A può formare legami idrogeno 
solo con T e G solo con GC; le due catene risultano 
quindi complementari, cioè, la sequenza di una ca- 
tena determina la sequenza dell’altra. 

La divisione di una cellula deve essere accompa- 

gnata dalla replicazione del suo DNA. Questo è un 
processo catalizzato da enzimi in cui ogni catena di 
DNA si comporta da stampo per la formazione di 
una catena complementare (Fig. 1.16; paragrafo 31.1). 
Di conseguenza, ogni cellula figlia contiene una mo- 
lecola completa di DNA costituita da una catena che 
deriva dalla cellula madre e l’altra di nuova sintesi. 
Le mutazioni avvengono quando, attraverso un er- 
rore di copiatura (molto raro) oppure mediante il dan- 
neggiamento di una catena del DNA parentale, ven- 
gono incorporate nelle catene di nuova sintesi una 
o più basi sbagliate. Occasionalmente, può succedere 
che questo fatto comporti la formazione di nuove ca- 
ratteristiche che alla fine conferiscono vantaggi se- 
lettivi al ricevente. Gli individui che hanno subito 
questo tipo di mutazioni, secondo la teoria darwinia- 
na sull’evoluzione, hanno aumentato la loro probabi- 
lità di riprodursi. Nuove specie possono essersi gene- 
rate mediante una serie di queste mutazioni. 
[27 ]L’espressione dell’informazione genetica è un 
processo a due tappe. Nella prima fase, chiamata tra- 
scrizione, una catena di DNA serve come stampo 
per la sintesi di una catena complementare di acido 
ribonucleico (RNA: paragrafo 29.2). Questa molecola 
di acido ribonucleico è in genere un filamento singo- 
lo e differisce dal DNA solo per avere il ribosio al 
posto del deossiribosio del DNA e l’uracile (U) al po- 
sto della base timina del DNA. 
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Figura 1.16 Rappresentazione schematica della replicazione del DNA. 


Nella seconda fase dell’espressione genetica, chia- 
mata traduzione, i ribosomi legano enzimaticamente 
gli amminoacidi tra loro e formano le proteine (para- 
grafo 30.3). L’ordine con cui vengono legati gli am- 
minoacidi è stabilito dalla sequenza di basi del- 
l’PRNA. Poiché le proteine si autoassemblano, l’infor- 
mazione genetica codificata nel DNA serve, median- 
te la presenza intermedia dell’RNA, a specificare sia 
la struttura che la funzione della proteina. L’espres- 
sione di geni specifici in una data cellula in particola- 
ri circostanze è sotto il controllo di sistemi di regola- 
zione molto complessi che stanno venendo alla luce 
solo adesso. 
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4. L'ORIGINE DELLA VITA 


Capita spesso ad un uomo di pensare all’enig- 
ma della sua esistenza sulla Terra. Infatti, tutte le 
culture conosciute, passate e presenti, primitive o so- 
fisticate, hanno una sorta di mito della creazione che 
razionalizza la comparsa della vita sul nostro piane- 
ta. Solo nell'era moderna è stato però possibile af- 
frontare l’origine della vita in termini più scientifici, 


cioè in una maniera soggetta alla verifica sperimen- 
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2. L’auto-organizzazione di gruppi di questi polimeri 
per formare entità replicanti. In un qualche mo- 
mento di questa fase è avvenuta la transizione da 
un insieme senza vita di molecole reattive a un 
sistema vivente. 

3. L’evoluzione biologica che completa la formazio- 
ne della complessa ragnatela della vita moderna. 


In questo paragrafo cercheremo di analizzare che cosa 
si sospetta sia avvenuto durante questi processi. Que- 


tale. Uno dei primi a fare ciò è stato Charles Darwin, sta discussione sarà preceduta da alcune considera- 


il padre della teoria dell’evoluzione. Nel 1871 egli zioni sul fatto che solo il carbonio, tra tutti gli ele- 
scrisse in una lettera a un collega: menti, è stato scelto come base della chimica della 


vita. 
Evoluzione chimica, in cui _ ) i i 
si formano i biopolimeri é Da - i 24 Cei I 
da piccole molecole i ) i 


Si dice spesso che tutte le condizioni per la formazione 


di un organismo vivente sono ora presenti, che sareb- fot3 Po p 
bero state sempre presenti. Ma se (e quanto grande A. Le proprietà uniche del carbonio 


è questo se) potessimo concepire che in un piccolo sta- Proteine e 

gno caldo contenente tutta una mescolanza di sali di La materia vivente è costituita da un numero acidi nucleici 

ammonio, di fosfati, insieme a luce, calore, elettricità, relativamente piccolo di elementi (Tabella 1.2). C, H, 

ecc., si possa formare un composto proteico capace di O, N, P ed S, tutti elementi capaci di formare legami 
andare incontro poi a successive modi ioni ancora 20007 x 


2. Auto-organizzazione, in cui 
i biopolimeri sviluppano 
la capacità di replicarsi 


più complesse, al giorno d’oggi questa sostanza sareb- 
be immediatamente divorata, oppure assorbita, cosa 
che non sarebbe accaduta prima della formazione del- 
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1. L’evoluzione chimica, in cui le semplici molecole 
geologicamente presenti reagirono tra loro per for- |! Tracce 
mare complessi polimeri organici. 
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Figura 1.17 Le tre fasi dell’evoluzion 


* Calcolato da FrIEDEN E., (1972), Sci. Am, 227, 1, pp. 54-55. e della vita. 


le creature viventi. Elemento Peso secco (%) * 

Studi di datazione utilizzando isotopi radioattivi in- C ‘61,7 
dicano che la Terra si è formata circa 4,6 miliardi N 11,0 if 
di anni fa. Ma i primi reperti fossili di una forma 0 93 | 
di vita, che ricorda molto da vicino un batterio mo- H 57 . Evoluzione biologica, in cui le | 
derno, data circa 3,5 miliardi di anni fa. Apparente- Ca 50 ‘cellule viventi primitive generano i 
mente l’era «prebiotica» precedente alla comparsa di — 4 sofisticati sistemi metabolici ed : 
questa forma di vita non ha lasciato alcuna traccia. 4 i A La i IE VEISRINalReraorO:psssplitar di 

. A : : K 1,3 : SS tant formare organismi multicellulari 
Chiaramente, non possiamo sperare di determinare Ù : er Li i 
con esattezza quando comparve la vita. Mediante espe- $ 10 
rimenti in laboratorio, possiamo però almeno dimo- Cl 0,7 
strare quali tipi di reazioni chimiche abiotiche po- Na 0,7 \ 
trebbero aver portato alla formazione di un sistema Mg 0,3 
vivente. Inoltre, non è proprio vero che non abbiamo B Tracce 
tracce dello sviluppo prebiotico. L’uniformità biochi- F Tracce 
mica e genetica che sta alla base degli organismi mo- Gi Tracce 
derni suggerisce che la vita sia comparsa una sola Tracce Î il 
volta (se la vita è comparsa più di una volta, tutte (, Te i 
le altre forme sono morte rapidamente, probabilmen- VE Tracce | 
te perché «divorate» dalla forma attuale). Quindi, con- | | 
frontando i corrispondenti messaggi genetici di una a TACcE i : 
grande varietà di organismi moderni sarà possibile Co Tracce | È 
ottenere modelli ragionevolmente simili ai messaggi CU Tracce | 1 
primordiali da cui si sono originati. Zn Tracce | î 

È generalmente accettato che la vita si sia sviluppa- Se Tracce | ; 

ta in tre fasi (Fig. 1.17). ’ Mo Tracce i 
Sn Tracce i : 

| 

| 
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covalenti, che rappresentano il 92% del peso secco 
degli organismi viventi (la maggioranza degli orga- 
nismi contiene circa il 70% di acqua). La quota che 
resta comprende invece elementi riscontrabili nella 
cellula principalmente sotto forma di ioni, in gran 
parte presenti solo in tracce (di solito essi svolgono 
la loro funzione a livello dei siti attivi degli enzimi). 
Notate che 65 dei 90 elementi presenti in natura non 
sono necessari alla vita della cellula. A parte l’ossige- 
no e il calcio, gli elementi più abbondanti nel regno 
biologico sono quelli meno rappresentati nella crosta 
terrestre (i più abbondanti componenti della crosta 
sono O, 47%; Si, 28%; Al, 7,9%; Fe, 4,5% e Ca, 3,5%). 
La predominanza del carbonio nella materia viven- 
te è senza dubbio dovuta alla sua grande versatilità 
chimica, se confrontata con quella degli altri elemen- 
ti. Il carbonio ha la capacità praticamente unica di 
formare un numero quasi infinito di composti me- 
diante la sua possibilità di generare fino a quattro 
legami covalenti altamente stabili (comprendenti le- 
gami singoli, doppi e tripli), combinata con quella di 
formare catene C—C legate covalentemente di lunghez- 
za teoricamente illimitata. Dei circa 7 milioni di com- 
posti chimici che si conoscono a tutt’oggi, circa il 90% 
è costituito da composti organici (contenenti carbo- 
nio). Esaminiamo ora gli altri elementi della tavola 
periodica per poter stabilire perché essi non presen- 
tano queste proprietà combinate. 
Soltanto cinque elementi, B, C, N, Si e P, hanno 
la capacità di formare tre o più legami a livello di 
ciascun atomo e quindi di formare catene legate co- 
valentemente che possono avere anche ramificazio- 
ni. Gli altri elementi sono metalli, che tendono a for- 
mare ioni e non legami covalenti, gas nobili, che so- 
no in pratica chimicamente inerti, oppure atomi co- 
me l’H e l’O che possono formare solo uno o al massi- 
mo due legami covalenti. Anche se B, N, Si e P posso- 
no generare almeno tre legami covalenti per atomo, 
essi non sono idonei, per le ragioni che vedremo in 
seguito, ad essere la base di una chimica complessa. 
Il boro, avendo meno elettroni di valenza (tre) che 
orbitali di valenza (quattro), è elettrone-deficiente. Ciò 
limita in modo significativo i tipi e la stabilità dei 
composti che il boro può generare. L’azoto ha il pro- 
blema opposto; i suoi cinque elettroni di valenza lo 
rendono ricco in elettroni. La repulsione tra le cop- 


pie spaiate di elettroni sugli atomi di azoto legati ser- . 


ve a ridurre considerevolmente l’energia del legame 
N—N (171 kJ-mol7!) rispetto a quella del legame 
C—C (348 kJ:mol7!); di conseguenza, le catene for- 
mate da atomi di azoto sono molto instabili. Essendo 
il carbonio e il silicio nella stessa colonna della tavola 
periodica, ci si può aspettare che essi abbiano pro- 
prietà chimiche simili. Tuttavia il raggio atomico mol- 
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to grande del silicio impedisce a due atomi di questo 
tipo di avvicinarsi a sufficienza per avere una so- 
vrapposizione di orbitali. Quindi i legami Si—-Si sono 
deboli (177 kJ-mol-!) e i corrispondenti legami mul- 
tipli sono raramente stabili. I legami Si—O sono, al 
contrario, così stabili (369 kJ-mol7!) che le catene 
contenenti un’alternanza di atomi Si e O risultano 
praticamente inerti (i minerali di silicato, la cui strut- 
tura è costituita da questo tipo di legami, formano 
la crosta terrestre). Gli scrittori di racconti di fanta- 
scienza hanno qualche volta speculato sul fatto che 
i siliconi, che sono organosilicati di consistenza oleosa 
o gommosa contenenti uno scheletro di unità Si-O 
legate tra loro (per esempio, il metilsilicone), 


Metilsilicone 


potrebbero essere la base chimica per forme di vita 
extraterrestri. Tutto ciò sembra alquanto improba- 
bile, proprio per l’inerzia di questo legame Si—O. Il 
fosforo, che viene sotto l’azoto nella tavola periodica, 
forma catene di atomi legati covalentemente ancora 
meno stabili. Quello che abbiamo detto non implica 
però che i legami eteronucleari siano instabili. Al con- 
trario, le proteine contengono legami C-N—C, i car- 
boidrati legami C—O—cC e gli acidi nucleici possiedo- 
no legami C-O—P—O—cC. Questi legami eteronuclea- 
ri sono però meno stabili dei legami C—C. Essi rap- 
presentano siti di rotture chimiche nella degradazio- 
ne delle macromolecole e sono i legami che vengono 
formati durante la sintesi delle macromolecole da uni- 
tà monomeriche. Seguendo lo stesso concetto, legami 
omonucleari diversi dai legami C—C, a parte il lega- 
me S—sS, sono molto reattivi e piuttosto rari nei siste- 
mi biologici. 


B. Evoluzione chimica 


Nella rimanente parte di questo paragrafo cer- 
cheremo di discutere lo scenario più comunemente 
accettato per l’origine della vita. Tenete però presen- 
te che vi sono valide obiezioni scientifiche a questo 
scenario, come pure a molti altri modelli che sono stati 
seriamente proposti, e quindi siamo piuttosto lontani 
dal sapere con certezza come è comparsa la vita sulla 
Terra. 

Si pensa che il Sistema solare si sia formato dal col- 
lasso indotto per gravitazione di un grande ammas- 
so interstellare di polvere e gas. La maggior parte 
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di questa nuvola composta principalmente da idro- 
geno ed elio condensò per formare il Sole. L’aumen- 
to della temperatura e della pressione all’interno del 
proto-sole scatenò la reazione autoinnescante termo- 
nucleare, che è la fonte dell’energia solare. I pianeti, 
che si formarono da ammassi più piccoli di polvere, 
non erano abbastanza grandi da innescare un pro- 
cesso analogo. Infatti, i pianeti più piccoli, compresa 
la Terra, sono costituiti in gran parte dagli elementi 
più pesanti in quanto la loro massa era troppo picco- 
la per trattenere per gravità grosse quantità di idro- 
geno e di elio. 

L’atmosfera primordiale della Terra era molto di- 
versa da quella odierna. Essa non doveva contenere 
quantità significative di ossigeno, un elemento alta- 
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Figura 1.18 Apparato per la simulazione della sintesi di composti 
organici sulla Terra prebiotica. Una miscela di gas simile come com- 
posizione a quella dell'atmosfera riducente, che si pensa vi fosse sul- 
la Terra primitiva, viene trattata con scariche elettriche per riprodurre 
l’effetto dei fulmini. Nell’apparato viene fatta circolare continuamen- 
te acqua in modo da sciogliere i composti organici appena formati 
e che si accumulano nella fiasca. (Fonte: Muer, S.L. e ORGEL, L.E., 
(1974), The origin of life on earth, p. 84, Prentice-Hall.) 


mente reattivo. Oltre ad acqua, azoto e anidride car- 
bonica, che contiene tuttora, dovevano essere pre- 
senti nell’atmosfera anche piccole quantità di ossido 
di carbonio, di metano, di ammoniaca, di anidride 
solforosa e probabilmente anche di idrogeno, tutte 
molecole che sono state riscontrate nello spazio in- 
terstellare. Le proprietà chimiche di questa miscela 
di gas rendevano l’atmosfera riducente, al contra- 
rio di quella presente ora che è invece un’atmosfera 
ossidante (recenti prove tendono a contraddire que- 
sto concetto, suggerendo che l’atmosfera primordia- 
le fosse invece ossidante). 
[32 ] Negli anni ’20, Alexander Oparin e J.B.S. Hal- 
dane suggerirono indipendentemente l’uno dall’al- 
tro che la radiazione ultravioletta che arriva dal Sole 
(che oggi viene per la maggior parte assorbita dall’o- 
zono, 03, presente negli strati alti dell’atmosfera) op- 
pure i fulmini potevano aver causato reazioni tra le 
molecole dell’atmosfera riducente formando piccoli 
composti organici come gli amminoacidi, le basi degli 
acidi nucleici e gli zuccheri. Che questo processo sia 
possibile è stato dimostrato sperimentalmente per la 
prima volta da Stanley Miller e da Harold Urey, i 
quali, con l’apparato descritto nella Fig. 1.18, simula- 
rono gli effetti dei fulmini sull’atmosfera primordia- 
le sottoponendo una miscela di acqua, metano, am- 
moniaca e idrogeno a scariche elettriche per una set- 
timana. Al termine la soluzione conteneva quantità 
significative di composti organici solubili in acqua, 
i più abbondanti dei quali sono elencati nella Tabella 
1.3, insieme ad una certa quantità di materiale inso- 
lubile (sostanze polimerizzate). Alcuni dei composti 
solubili erano amminoacidi presenti nelle proteine, 
insieme a molti altri, come vedremo in seguito, pure 
importanti in biochimica. Esperimenti simili, in cui 
venivano variate le condizioni di reazione, la misce- 
la di gas oppure la fonte di energia, hanno portato 
alla sintesi di molti tipi di amminoacidi. Questi risul- 
tati, insieme alle osservazioni che nelle meteoriti con- 
tenenti carbonio sono presenti gli stessi tipi di am- 
minoacidi, fanno pensare che queste sostanze fosse- 
ro presenti in buone quantità sulla Terra primordiale. 
Anche le basi degli acidi nucleici sono state sinte- 
tizzate in condizioni supposte prebiotiche; in parti- 
colare, l’adenina si forma per condensazione dell’aci- 
do cianidrico (HCN), un componente importante del- 
l'atmosfera prebiotica, in una reazione catalizzata dal- 
l’ammoniaca (notate che la formula bruta dell’adeni- 
na è (HCN):). Le altre basi sono state sintetizzate in 
modi simili utilizzando HCN e acqua. Gli zuccheri 
sono stati prodotti dalla polimerizzazione della for- 
maldeide (CH.0), in una reazione catalizzata da ca- 
tioni bivalenti, dall’allumina o dall’argilla. Non è pro- 
babilmente un caso se questi composti sono i compo- 
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Glicina* 2,1 
Acido glicolico 1,9 
Sarcosina 0,25 
Alanina* 1,7 
Acido lattico 1,6 
N-Metilalanina 0,07 
Acido a-ammino-n-butirrico 0,34 
Acido a-amminoisobutirrico 0,007 
Acido a-idrossibutirrico 0,34 
B-Alanina 0,76 
Acido succinico 0,27 
Acido aspartico* 0,024 
Acido glutammico* 0,051 
Acido imminodiacetico 0,37 
Acido imminoacetopropianico 0,13 
Acido formico 4,0 
Acido acetico 0,51 
Acido propionico 0,66 
Urea 0,034 
N-Metilurea 0,051 


* Amminoacidi presenti nelle proteine. 
Fonte: Miuer, S.L. e Orcet, L.E., (1974), The origin of life on earth, p. 85, 
Prentice-Hall. 


nenti di base delle molecole biologiche. Essi erano 
probabilmente i composti organici più comuni nell’e- 
ra prebiotica. l 

Le reazioni prebiotiche descritte prima sono avve- 
nute in un periodo di tempo di centinaia di milioni 
di anni. Alla fine l’oceano raggiunse probabilmen- 
te la consistenza piuttosto leggera di un brodo caldo. 
In numerosi posti però, come in alcune pozze di ma- 
rea o nei laghi poco profondi, questa zuppa prebioti- 
ca divenne molto più concentrata. In questi ambien- 
ti le molecole organiche possono essersi condensate 
tra loro formando per esempio polipeptidi e polinu- 
cleotidi (acidi nucleici). Probabilmente, queste reazioni 
erano cataliticamente favorite dall’adsorbimento dei 
reagenti su minerali come l’argilla. Se vogliamo però 
produrre una forma di vita, la velocità di sintesi di 
questi polimeri complessi deve essere superiore a 
quella della loro idrolisi. Quindi il «brodo» in cui com- 
parve la vita doveva essere freddo e non caldo, pro- 
babilmente sotto gli zero gradi (l’acqua del mare ge- 
la del tutto soltanto a — 21 °C), in quanto le reazioni 
di idrolisi sono fortemente rallentate da queste basse 
temperature. 


mi 
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C. La comparsa dei sistemi viventi 


[33 _]I sistemi viventi hanno la capacità di replicarsi 
e nessun meccanismo inventato dall’uomo si è mai 
nemmeno avvicinato alla complessità di questo pro- 
cesso: le probabilità che un insieme di molecole si 
riuniscano casualmente per formare un’entità viven- 
te sono infinitesimali. Come è comparsa allora la vi- 
ta? Molto probabilmente la risposta sta nel fatto che 
questo fenomeno fu guidato da qualcosa di simile al 
principio di Darwin sulla sopravvivenza del più adat- 
to, applicato in questo caso a livello molecolare. 


La vita comparve probabilmente mediante 
lo sviluppo di molecole di RNA autoreplicanti 


Si pensa che il sistema primordiale autorepli- 
cante fosse costituito da un insieme di molecole di 
acidi nucleici, in quanto, come abbiamo visto nel pa- 
ragrafo 1.3C, essi possono determinare la sintesi di 
molecole a loro complementari. L’RNA, come il DNA, 
può dirigere la sintesi di una catena complementare 
e, infatti, questa molecola è il materiale ereditario 
di molti tipi di virus (Capitolo 32). La polimerizzazio- 
ne di molecole figlie può essere stato inizialmente 
un semplice processo chimico e difficilmente anche 
accurato. Le prime molecole figlie erano di conse- 
guenza solo approssimativamente complementari al- 
la molecola parentale. I ripetuti cicli di sintesi di aci- 
di nucleici potrebbero poi aver esaurito le riserve 
di nucleotidi liberi, facendo diventare di conseguen- 
za la velocità di sintesi di nuovi nucleotidi una fun- 
zione della velocità di degradazione di quelli già esi- 
stenti. Supponiamo che in questo processo di sintesi 
e degradazione si fosse originata una molecola di aci- 
do nucleico comparsa per caso, che era diventata, me- 
diante una particolare proprietà strutturale, più resi- 
stente delle altre molecole alla degradazione. Le mo- 
lecole figlie derivate da quest’ultima, o per lo meno 
le sue copie più fedeli, si sarebbero quindi propagate 
nell'ambiente a spese di quelle non resistenti; cioè, 
le molecole resistenti avrebbero avuto un vantaggio 
di tipo darwiniano sulle altre molecole simili. Studi 
teorici hanno indicato che questo tipo di sistema di 
molecole potrebbe evolversi fino ad ottimizzare la 
propria efficienza replicativa, rispettando i limiti im- 
posti dalle sue proprietà fisiche e chimiche. 


Nella tappa successiva dell’evoluzione della vita, gli 


acidi nucleici dominanti hanno sviluppato la capaci- 
tà di influenzare la velocità e l’efficienza del loro pro- 
cesso di replicazione. Negli organismi viventi questa 
regolazione avviene mediante la sintesi diretta da aci- 
di nucleici (sui ribosomi) di enzimi che catalizzano 


[35 ][ 36] 
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a loro volta la sintesi degli acidi nucleici. Non è noto 
come sia stata possibile la sintesi proteica diretta da- 
gli acidi nucleici prima della comparsa dei ribosomi, 
in quanto si sa che gli acidi nucleici non sono in gra- 
do di riconoscere in modo specifico gli amminoacidi. 
Questa difficoltà esemplifica uno dei maggiori pro- 
blemi dello studio dell’evoluzione prebiotica. Suppo- 
niamo che ad un certo punto sia comparso un siste- 
ma rudimentale, influenzato da acidi nucleici, capa- 
ce di aumentare l’efficienza replicativa degli acidi nu- 
cleici stessi. Questo sistema deve essere stato in se- 
guito sostituito, senza che siano rimaste tracce della 
sua esistenza, da un sistema ribosomiale molto più 
efficace. Questo ipotetico sistema di sintesi degli aci- 
di nucleici è quindi analogo alle impalcature utiliz- 
zate nella costruzione di un edificio. Quando la co- 
struzione è completata, le impalcature vengono ri- 
mosse senza che restino sull’edificio segni particola- 
ri che le ricordino. Molte delle affermazioni riporta- 
te in questo paragrafo devono essere quindi conside- 
rate delle congetture. Senza possedere alcuna testi- 
monianza dell’evento, è molto improbabile che avre- 
mo risposte certe sulla comparsa della vita. 

[35 ] Una ipotesi plausibile sull’evoluzione dei siste- 
mi autoreplicativi si basa sul fatto che essi inizial- 
mente fossero costituiti solo da RNA. Questa idea è 
suffragata dalla recente scoperta che alcune moleco- 
le di RNA possono esibire proprietà catalitiche simili 
a quelle degli enzimi (paragrafo 29.4B). Poiché i ri- 
bosomi contengono per due terzi RNA e solo per un 
terzo proteine, è probabile che i ribosomi primor- 
diali fossero composti solo da RNA. Può essere sorta 
una relazione cooperativa tra RNA e proteine quan- 
do questi proto-ribosomi che potevano replicarsi da 
soli hanno sviluppato la capacità di influenzare la sin- 
tesi di proteine capaci di aumentare l’efficienza op- 
pure l’accuratezza della sintesi dell’RNA. Da questo 
punto di vista, l’RNA è la prima sostanza della vita; 
la partecipazione del DNA e delle proteine, arrivati 
solo più tardi, sono stati un miglioramento che ha 
aumentato l’adattamento darwiniano di questo siste- 
ma autoreplicativo ormai costituito. 

I tipi di sistemi fino ad ora descritti erano presenti 
solo nel «brodo» primordiale. I sistemi autoreplicati- 
vi che avevano sviluppato componenti più efficaci 
avrebbero dovuto dividere quindi i loro benefici con 
tutti gli altri «abitanti» del «brodo», una situazione 
che poteva minimizzare quelli generati dai vantaggi 
selettivi darwiniani. Soltanto mediante la comparti- 
mentazione, cioè con la generazione della cellula, i 
sistemi biologici nascenti poterono sfruttare i benefi- 
ci dovuti ai vari tipi di vantaggi che avevano acquisi- 
to. Di conseguenza, la formazione delle cellule ha con- 
sentito di proteggere questi sistemi autoreplicativi, 


aiutando loro a spargersi e diffondersi nel «brodo» 
da cui hanno tratto origine. L'importanza della com- 
partimentazione è tale che potrebbe aver preceduto 
lo sviluppo dei sistemi autoreplicativi. La creazione 
delle barriere cellulari non è però senza prezzo; ve- 
dremo che le cellule sono costrette a spendere molto 
del loro patrimonio metabolico per trasportare selet- 
tivamente le sostanze attraverso le membrane cellu- 
lari. Non è ancora noto come si siano formate queste 
barriere o da quali composti siano originate. 


La competizione per le risorse energetiche 
ha portato allo sviluppo delle vie metaboliche, 
della fotosintesi e della respirazione 


In questa fase dello sviluppo le entità che ab- 
biamo analizzato già rispondono ai criteri di Horo- 
witz che definiscono lo stato vivente (capace di repli- 
carsi, di catalizzare reazioni e di mutare). Le reazio- 
ni di polimerizzazione mediante le quali questi or- 
ganismi primitivi si replicavano erano completamente 
dipendenti dai rifornimenti che arrivavano dall’ am- 
biente sia in unità monomeriche che in composti ric- 
chi di energia, come l’ATP o più probabilmente sem- 
plici polifosfati, per favorire queste reazioni. Appe- 
na qualcuno dei componenti essenziali di questo bro- 
do primordiale ha cominciato a diventare scarso, gli 
organismi hanno sviluppato dei sistemi enzimatici 
in grado di sintetizzare questi composti da precurso- 
ri più semplici, ma più abbondanti. Come conseguen- 
za, comparvero anche le vie metaboliche capaci di 
produrre energia. Quest’ultima forma di sviluppo ha 
solo posposto una «crisi energetica», in quanto queste 
vie consumavano altre molecole preesistenti ricche 
in energia. Alla fine, la scarsità di queste sostanze 


‘ha stimolato lo sviluppo della fotosintesi per sfrutta- 


re la fonte energetica praticamente inesauribile del 
Sole. Questo processo, come abbiamo visto nel para- 
grafo 1.1A, consuma agenti riducenti come l’acido 
solfidrico. L'eventuale esaurimento di questi compo- 
sti riducenti ha spinto i processi fotosintetici ad uti- 
lizzare come donatore di equivalenti riducenti l’ac- 
qua, molecola universalmente distribuita. Questo adat- 
tamento ha creato un altro problema, in quanto que- 
sta forma più evoluta di fotosintesi genera come pro- 
dotto collaterale una specie molto reattiva, l’ossige- 
no. L’accumulo di ossigeno, che nel corso di eoni ha 
convertito l'atmosfera riducente della Terra prebio- 
tica nella moderna atmosfera ossidante (21% di ossi- 
geno), ha probabilmente interferito con gli apparati 
metabolici esistenti, che si erano evoluti in un am- 
biente riducente. L’accumulo di ossigeno ha quindi 
portato a riadattamenti metabolici tali che potessero 
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proteggere gli organismi dai danni ossidativi. In so- 
stanza, questo fatto ha portato alla comparsa di una 
forma di metabolismo energetico molto più efficace 
di quelli che esistevano prima, la respirazione (me- 
tabolismo ossidativo), che utilizza l’ossigeno ora di- 
sponibile come agente ossidante. 

Come abbiamo sottolineato prima, gli apparati re- 
plicativi e metabolici di base dei moderni organismi 
si sono evoluti abbastanza presto nella storia della 
vita sulla Terra. Infatti, molti procarioti moderni ap- 
paiono molto simili ai loro progenitori ancestrali. La 
comparsa degli eucarioti (paragrafo 1.2) è invece av- 
venuta circa due miliardi di anni dopo che i proca- 
rioti si erano ormai stabilmente insediati sulla Terra. 
Gli organismi multicellulari sono un’innovazione evo- 
luzionaria relativamente recente, essendo comparsi, 
secondo i reperti fossili, non più di 700 milioni di 
anni fa. 


5. LA LETTERATURA BIOCHIMICA 


La letteratura biochimica contiene i risultati del 
lavoro di decine di migliaia di scienziati in un arco 
di tempo di più di un secolo. Quindi un testo di bio- 
chimica può riportare solo alcuni argomenti selezio- 
nati di questa vasta quantità di informazioni. Inol- 
tre, l’enorme velocità con cui aumenta la conoscenza 
biochimica al giorno d’oggi, che è forse più elevata 
di quella di ogni altra attività intellettuale, consente 
di acquisire significative quantità di nuove informa- 
zioni sui processi biochimici in tempi relativamente 
brevi, come quelli ad esempio richiesti per pubblica- 
re un testo come questo. Uno studente di biochimica 
deve quindi seguire regolarmente la letteratura bio- 
chimica per mettere a fuoco i dettagli di argomenti 
trattati (o non trattati) in questo libro, come pure per 
tenersi al corrente dei nuovi sviluppi della ricerca. 
Questo paragrafo cerca di fornire alcune informazio- 
ni sul modo in cui va seguito questo tipo di lette- 
ratura. 


A. Come condurre una ricerca bibliografica 


La bibliografia biochimica primaria, cioè le pub- 
blicazioni che riportano i risultati della ricerca bio- 
chimica, viene generata da decine di migliaia di arti- 
coli che annualmente compaiono su circa 200 riviste 
periodiche. Un individuo può quindi seguire questa 
voluminosa letteratura solo in modo molto selettivo. 
Infatti, la maggior parte dei biochimici tende a «leg- 
gere» soltanto quelle pubblicazioni che contengono 
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articoli inerenti al loro lavoro. Ma «leggere» significa 
anche che essi scorrono l’elenco dei titoli degli arti- 
coli contenuti in questi giornali per individuare qua- 
li possono presentare qualche interesse (un modo con- 
veniente per fare ciò è la consultazione dei Current 
Contents, che riportano i titoli degli articoli apparsi 
di recente nelle riviste scientifiche). 

È molto difficile imparare a conoscere nuovi argo- 

menti direttamente dalla bibliografia primaria. È me- 
glio iniziare invece con informazioni di carattere ge- 
nerale sull’argomento biochimico in questione, consul- 
tando recensioni e monografie appropriate. Queste 
pubblicazioni presentano gli ultimi sviluppi (fino al 
momento in cui venivano scritti, ovviamente) dell’a- 
rea di ricerca, spesso dal punto di vista particolare del- 
l’autore. Vi sono almeno due tipi di recensioni: quelle 
che sono solo una raccolta di fatti e quelle che analiz- 
zano criticamente i dati cercando di collocarli in un con- 
testo più generale. Il secondo tipo di recensione è sicu- 
ramente più valido in particolare per una persona non 
esperta del campo. La maggior parte delle recensioni 
viene pubblicata in libri o riviste specializzate, ma an- 
che le riviste che di norma escono solo con articoli di 
ricerca, occasionalmente possono pubblicare monogra- 
fie. La Tabella 1.4 riporta un elenco delle più impor- 
tanti pubblicazioni di recensioni biochimiche. 
Le recensioni e le monografie biochimiche re- 
lative a un particolare soggetto di interesse sono fa- 
cilmente rintracciabili mediante la consultazione dei 
cataloghi delle biblioteche e degli indici degli argo- 
menti. delle principali case editrici in questo campo 
(le voci bibliografiche poste alla fine di ogni capitolo 
possono essere utilizzate a questo scopo). Una parte 
importante di tutte le recensioni è rappresentata dal 
loro elenco della bibliografia, in quanto in essa sono 
richiamate le monografie precedenti nello stesso cam- 
po o in campi affini e gli articoli più significativi pub- 
blicati nell’area di ricerca. Prendete nota degli autori 
di questi articoli e delle riviste su cui essi presentano 
di solito i loro lavori. Quando le recensioni e gli arti- 
coli più recenti continuano a riferirsi alla stessa serie 
di lavori precedenti, si può ritenere che il nostro la- 
voro di ricerca bibliografica sia ormai completo. In- 
fine, per famigliarizzarci con gli ultimi sviluppi in 
un certo campo, bisogna trovare i lavori recenti dei 
gruppi più attivi in quell’area. 

Le pubblicazioni Biological Abstracts, Chemical Ab- 
stracts e Science Citation Index sono di aiuto per lo- 
calizzare queste voci bibliografiche. Questi compen- 
di elencano gli articoli apparsi in molte riviste e ri- 
portano sia gli autori che il soggetto della ricerca. 
Biochemical Abstracts e Chemical Abstracts conten- 
gono anche un breve riassunto in lingua inglese de- 
gli articoli elencati (anche di quelli scritti in lingue 
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Accounts of Chemical Research 

Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 
Advances in Enzymology 

Advances in Protein Chemistry 

Advances in Lipid Research 

Angewandte Chemie, International Edition in English* 
Annals of the New York Academy of Sciences 

Annual Review of Biochemistry 

Annual Review of Biophysics and Biophysical Chemistry 
Annual Review of Cell Biology 

Annual Review of Genetics 

Annual Review of Immunology 

Annual Review of Medicine 

Annual Review of Microbiology 

Annual Review of Physiology 

Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 
Biochemistry* 

BioEssays 

Cell* 

CRC Critical Reviews in Biochemistry 

Current Topics in Bioenergetics 

Current Topics in Cell Regulation 

Essays in Biochemistry 

FASEB Journal* 

Harvey Lectures 

Methods in Enzymology 

Methods of Biochemical Analysis 

Nature * 

Progress in Biophysics and Molecular Biology 

Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 
Quarterly Reviews of Biophysics 

Science* 

Scientific American 

Trends in Biochemical Sciences 

Trends in Genetics 

Vitamins and Hormones 


podio che pubblicano preferenzialmente articoli scientifici su ricerche ori- 
ginali. 


diverse dall’inglese). Science Citation Index riporta tut- 
ti gli articoli che hanno citato un particolare articolo 
precedente, in modo da poter usare questo elenco 
per seguire lo sviluppo della ricerca in quel campo. 

La maggior parte delle biblioteche universitarie pos- 
siedono o possono essere collegate a servizi compute- 
rizzati di ricerca bibliografica. Se usati correttamen- 


te, questi sistemi sono di grande aiuto per rintraccia- 
re le informazioni desiderate; l’unico svantaggio è 
il loro costo. 


B. Come leggere un articolo scientifico 


Gli articoli scientifici hanno più o meno tutti 
lo stesso schema diviso in cinque parti. Essi hanno 
di solito un breve riassunto, posto subito all’inizio, 
prima del corpo principale del lavoro (in alcune rivi- 
ste il riassunto è alla fine). L’articolo poi continua (op- 
pure inizia) con un’introduzione, che spesso contie- 
ne una breve ricapitolazione dello stato della ricerca 
nel campo, la motivazione alla base della ricerca e 
brevi conclusioni del lavoro. Nella parte successiva 
sono riportate le descrizioni dei metodi utilizzati per 
ottenere i dati sperimentali, seguita dalla presenta- 
zione dei risultati della ricerca. Vi è poi una parte 
contenente una discussione in cui le conclusioni trat- 
te dagli autori vengono confrontate ed analizzate nel 
contesto del lavoro di altri in quello stesso campo. 
Molti articoli vengono chiamati «lavori completi» e 
possono essere lunghi anche più di una decina di pa- 
gine. Alcune riviste contengono solo «comunicazio- 
ni», lunghe una o due pagine che, di solito, vengono 
pubblicate molto più rapidamente dei lavori completi. 

Non vi sono sistemi ovvi per leggere un lavoro 
scientifico. Forse il modo più sbagliato è quello di 
leggerlo tutto dall’inizio alla fine, come se fosse una 
storia. Infatti molti scienziati del campo solo occasio- 
nalmente leggono un articolo per intero; molto spes- 
so è troppo lungo e non è utile. Essi preferiscono scor- 
rere parti del lavoro ed entrare nei dettagli solo se 
ne sembra il caso. Il paragrafo seguente descrive uno 
schema efficace per leggere un articolo scientifico. 
La lettura deve essere un processo attivo in cui il let- 
tore analizza continuamente quello che sta leggendo, 
confrontandolo con le sue conoscenze precedenti. 11 let- 
tore deve mantenere uno scetticismo costruttivo nei 
confronti dell’articolo, poiché vi sono sempre proba- 
bilità che l’interpretazione dei dati sperimentali ri- 
portati nell’articolo o le speculazioni che li accompa- 
gnano siano sbagliate. 

Se il titolo del lavoro ci dice che potrebbe essere 
interessante, ciò deve essere confermato dalla lettura 
del riassunto. Per molti articoli, anche se contengono 
informazioni utili, non è necessario procedere oltre. 
Se decidete di continuare la lettura, allora conviene 
gettare uno sguardo all’introduzione per avere un 
quadro completo sul lavoro riportato. A questo pun- 
to la maggior parte degli scienziati esperti passa alla 
parte che contiene le conclusioni dell’articolo per com- 
prendere meglio ciò che è stato fatto. Se sembra ne- 
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cessario avere ulteriori informazioni, si torna allora 
alla parte con i risultati per verificare quali sono i 
dati sperimentali in favore delle conclusioni citate. 
La parte che riguarda i metodi non viene di solito 
letta, in quanto molto spesso è scritta in forma con- 
densata e può essere interpretata solo da esperti del 
campo, ma può rivestire un interesse particolare pro- 
prio per coloro che sono coinvolti in ricerche sullo 
stesso argomento. A questo punto, ciò che vale la 


pena di leggere dipende in pratica da eventuali pun- 
ti oscuri rimasti nelle letture precedenti. In alcuni 
casi, questi punti confusi possono essere eliminati so- 
lo leggendo alcune delle voci bibliografiche citate nei 
punti specifici dell’articolo. A meno che non sia ne- 
cessario ripetere o estendere il lavoro descritto, solo 
di rado è importante leggere un articolo per intero 
e in dettaglio. Per fare ciò in maniera critica occorro- 
no alcune ore per un articolo di medie dimensioni. 
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I procarioti sono organismi unicellulari che non 
hanno un nucleo circondato da una membrana. L’a- 
natomia dei vari tipi di procarioti è molto simile: una 
parete cellulare rigida che circonda una membrana 
cellulare che, a sua volta, racchiude il citoplasma. Il 
singolo cromosoma della cellula è condensato per for- 
mare un nucleoide. L’Escherichia coli, l’organismo me- 
glio caratterizzato dal punto di vista biochimico, è 
un tipico procariote. I procarioti hanno richieste nu- 
trizionali piuttosto varie. I chemiolitotrofi possono me- 
tabolizzare sostanze inorganiche. I fotolitotrofi, come 
i cianobatteri, hanno la capacità di fotosintetizzare. 
Gli eterotrofi, che vivono ossidando le sostanze orga- 
niche, vengono classificati come aerobi se utilizzano 
ossigeno in questo processo, oppure come anaerobi se 
utilizzano invece agenti ossidanti come accettori ter- 
minali di elettroni. Gli schemi tradizionali di classifi- 
cazione dei procarioti sono piuttosto arbitrari in quan- 
to non esiste una buona correlazione tra forma bat- 
terica e metabolismo. Confronti tra le sequenze degli 
acidi nucleici e delle proteine hanno stabilito che una 
classe di batteri, gli archebatteri, sono diversi dagli 
altri procarioti, gli eubatteri, e che questi due gruppi 
sono ugualmente distinguibili dagli eucarioti. 

Le cellule eucariotiche, che sono molto più comples- 
se di quelle procariotiche, sono caratterizzate dal fat- 
to di possedere numerosi organelli circondati da mem- 
brana. Il più importante è il nucleo, che contiene tutti 
i cromosomi della cellula e il nucleolo dove vengono 
costruiti i ribosomi. Il reticolo endoplasmatico è il si- 
to di sintesi dei lipidi e delle proteine che devono esse- 
re secrete. Nell’apparato di Golgi queste sostanze ven- 
gono ulteriormente modificate. I mitocondri, nel cui 
interno ha luogo il metabolismo ossidativo, si sono 
probabilmente evoluti da una relazione simbiotica tra 
un batterio aerobico e un eucariote primitivo. I cloro- 
plasti, il sito della fotosintesi nelle piante, si sono evo- 
luti in modo simile da un cianobatterio. Gli altri or- 
ganelli degli eucarioti comprendono i lisosomi, che han- 
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no funzioni di sacche digestive intracellulari, ed i pe- 
rossisomi, che contengono una varietà di enzimi ossi- 
dativi, alcuni dei quali producono acqua ossigenata. 
Il citoplasma delle cellule eucariotiche è percorso inol- 
tre dal citoscheletro, costituito dai microtubuli, conte- 
nenti tubulina, dai microfilamenti, composti di acti- 
na, e dai filamenti intermedi, che contengono protei- 
ne diverse a seconda del tipo di cellula. Gli eucarioti 
presentano morfologie molto diverse tra loro sia a li- 
vello cellulare che a livello di organismi. Essi possono 
essere classificati in quattro regni: i protisti, le pian- 
te, i funghi e gli animali. Il quadro di sviluppo em- 
brionale degli organismi multicellulari riflette, in par- 
te, la loro storia evolutiva. 

Gli organismi hanno una struttura gerarchica che 
si estende fino a livello submolecolare. Essi contengo- 
no tre tipi distinti di macromolecole; le proteine, gli 
acidi nucleici ed i polisaccaridi, oltre ai lipidi che sono 
costituiti da un numero molto limitato di unità mo- 
nomeriche diverse. Le macromolecole e le strutture so- 
pramolecolari raggiungono la loro forma nativa me- 
diante processi di autoassemblaggio. I meccanismi al- 
la base di questi processi degli organismi superiori 
sono in gran parte ancora sconosciuti. I processi me- 
tabolici sono organizzati in una serie di vie altamen- 
te regolate. Essi vengono classificati come catabolici 
oppure anabolici a seconda chie partecipino a vie de- 
gradative o biosintetiche. La «valuta comune» che vie- 
ne utilizzata in questi processi è l’ATP, la cui sintesi 
è il prodotto di molti processi catabolici e la cui idro- 
lisi guida la maggior parte dei processi anabolici. Il 
DNA, la molecola dell’ereditarietà delle cellule, contie- 
ne le informazioni genetiche nella sua sequenza di 
basi. La complementarietà, che esiste nella sequenza 
delle basi delle due catene che costituiscono il DNA, 
consente a questa molecola di agire da stampo per 
la sua stessa replicazione e per la sintesi di catene 
complementari di RNA. I ribosomi sintetizzano le pro- 
teine legando tra loro gli amminoacidi secondo un or- 
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dine specificato dalla sequenza di basi degli RNA. 

La vita è basata principalmente sul carbonio in 
«quanto soltanto questo elemento, tra tutti quelli della 
tavola periodica, ha una chimica sufficientemente 
complessa e può formare catene di atomi legati tra 
loro da legami covalenti virtualmente di lunghezza 
infinita. Le reazioni tra le molecole presenti nell’at- 
mosfera riducente della Terra prebiotica hanno for- 
mato semplici precursori organici da cui si sono svi- 
luppate le molecole biologiche. Successivamente si so- 
no formati in reazioni catalizzate probabilmente da 
minerali come l’argilla i polinucleotidi ed i polipepti- 
di. Questi polimeri si sono evoluti sotto la pressione 
generata dalla competizione per il reperimento delle 
unità monomeriche. Infine, un acido nucleico, proba- 
bilmente un RNA, ha sviluppato la capacità di in- 
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42 |È molto difficoltoso imparare bene qualcosa senza 
aver partecipato in qualche modo alla sua definizione. I 
problemi posti alla fine dei capitoli di questo testo sono 
quindi una parte integrante del libro. I problemi sono stati 
studiati in modo tale da costringere il lettore a pensare 
e in qualche caso forniscono informazioni non discusse nel 
testo. La difficoltà presentata da questi problemi varia da 
quelli che richiedono solo pochi istanti di riflessione a quelli 
che invece possono prendere un’ora o forse più di lavoro. 
per risolverli. I problemi più complicati sono indicati da 
un asterisco *. 


1. Nelle condizioni ottimali di crescita, una cellula di E. 
coli si dividerà circa ogni venti minuti. Se non muore 
nessuna cellula, quanto tempo impiegherà una singola 
cellula posta in una fiasca di coltura da 10 1 nelle condi- 
zioni ottimali a raggiungere una densità cellulare di 
100 cellule per ml7! (una coltura «satura»)? Assumen- 
do che le condizioni ottimali possano essere mantenu- 
te, quanto tempo ci vorrà perché il volume totale delle 
cellule da sole diventi 1 km5? (Assumete che una cel- 
lula di E. coli sia un cilindro lungo 2 um e con un dia- 
metro di 1 um.) 


2. Disegnate di getto una rappresentazione schematica di 
una cellula batterica e di una cellula animale. Qual è 
la funzione dei vari organelli? 


3. Confrontate il rapporto tra superficie e volume di una 
cellula tipica di E. coli (le sue dimensioni sono date nel 
problema 1) e una cellula eucariotica di forma sferica 
con un diametro di 20 um. In che modo questa diffe- 
renza modifica lo stile di vita delle due cellule? Per au- 
mentare la loro capacità di assorbire le sostanze nu- 
trienti, le cellule con orletto a spazzola dell’epitelio 
intestinale hanno delle zone simili al velluto ricoperte 
da microvilli che guardano verso l’interno dell’intesti- 
no. Come varia il rapporto superficie/volume in questa 
cellula eucariotica se il 20% della sua superficie è rico- 
perto da microvilli cilindrici del diametro di 0,1 um 
e alti 1 pm e disposti secondo una griglia a quadrati 
ad una distanza di 0,2 um da centro a centro? 


4. Molte proteine nell’E. coli sono presenti alla concentra- 
zione di due molecole per cellula. Qual è la concentra- 
zione molare di queste proteine (le dimensioni dell’E. 
coli sono date nel problema 1)? Quante molecole di glu- 
cosio contiene invece una cellula di E. coli se la sua con- 
centrazione interna è di 1,0mM? 


5. Il DNA del cromosoma di E. coli misura 1,4 mm in 
lunghezza nella forma estesa ed ha un diametro di 


20 A. Quale frazione della cellula di E. coli è occupata , 


dal suo DNA (le dimensioni dell’E. coli sono date nel 
problema 1)? Una cellula umana ha 700 volte più DNA 
di una cellula di E. coli ed ha una forma sferica del 
diametro di 20 um. Quale frazione della cellula è occu- 
pata dal DNA? 


*6. È stato scoperto un nuovo pianeta che ha approssima- 
tivamente la stessa orbita della Terra intorno al Sole, 
ma è a noi invisibile in quanto è sempre nascosto dal 
Sole, essendo dalla parte opposta. Le sonde interplane- 
tarie hanno stabilito che questo pianeta ha un’atmo- 
sfera. La National Aeronautics and Space Administra- 
tion (NASA) si sta preparando a lanciare una nuova 
sonda automatica che atterrerà sulla superficie del pia- 
neta. Potete definire un semplice esperimento per sta- 
bilire, una volta atterrati, se è presente la vita sulla 
superficie di questo pianeta? (Assumete che le forme 
di vita sul pianeta, se vi sono, siano simili ai microor- 
ganismi, impossibili da vedere con le telecamere della 
sonda e che non possono dire «ciao».) 


7. È stato suggerito che, se fosse scoppiata una guerra 
nucleare, la Terra sarebbe stata circondata da una enor- 
me nube di polvere e fumo e la superficie sarebbe 
rimasta completamente al buio per alcuni anni. La tem- 
peratura sarebbe di conseguenza scesa ben sotto lo 
zero (il cosiddetto «inverno nucleare»). Si pensa che 
in quel caso la vita eucariotica sarebbe morta e i batte- 
ri avrebbero ereditato la Terra. Perché? 


8. Ibatteri verdi e purpurei ricordano da vicino i primi 
organismi capaci di fotosintetizzare. Potete stabilire 
in via solo speculativa la composizione dell’atmosfera 
quando comparvero questi organismi? 


9. Cercate la biblioteca di biochimica (può essere all’in- 
terno di quelle di biologia, chimica o medicina). Stabi- 
lite dove sono localizzati nella biblioteca i periodici 
correnti, quelli rilegati e i libri. Scorrete il contenuto 
di qualcuna delle principali riviste di biochimica co- 
me Biochemistry, Cell oppure Proceedings of the Na- 
tional Academy of Science e prendete nota di un titolo 
che potrebbe interessarvi. Cercate il corrispondente 
articolo ed osservate la sua organizzazione. Provate 
ora a leggere un articolo sul volume più recente di 
Annual Review of Biochemistry. 
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Le soluzioni 
acquose 


[ 43 ]La vita, come noi la conosciamo, ha luogo in 
un ambiente acquoso. La vita terrestre è apparente- 
mente comparsa in un mare primordiale (paragrafo 
1.4B) e, come ci dicono i fossili, non si è avventurata 
sulla terra asciutta se non in tempi relativamente mol- 
to recenti. Fino a che questi organismi non hanno 
sviluppato la capacità di vivere fuori dall’acqua, han- 
no continuato a rimanere nell’oceano: la composizio- 
ne dei loro fluidi intracellulari ed extracellulari è si- 
mile a quella dell’acqua di mare. Ciò è vero anche 
per quegli organismi che vivono in condizioni am- 
bientali insolite come in una salamoia satura, in sor- 
genti sulfuree acide e calde e nel petrolio. 
L’acqua ci è così familiare che in genere la conside- 
riamo come un fluido blando con caratteristiche sem- 
plici, mentre è invece un liquido chimicamente reat- 
tivo con proprietà fisiche così straordinarie che se 
i chimici l’avessero scoperta in tempi recenti, sareb- 
be stata classificata come una sostanza esotica. 
Le proprietà dell’acqua hanno profondi risvolti 
biologici. La struttura delle molecole su cui si basa 
la vita, le proteine, gli acidi nucleici, i lipidi di mem- 
brana ed i carboidrati complessi, sono determinati 
direttamente dall’interazione con il loro ambiente ac- 
quoso. L’insieme delle proprietà solventi dell’acqua, 
che è responsabile delle associazioni intramolecolari 
ed intermolecolari di queste sostanze, è una caratte- 
ristica unica di questo liguido. Nessun altro solvente 
ricorda nemmeno da vicino l’acqua sotto questi aspet- 
ti. Anche se l’ipotesi che la vita potrebbe essere ba- 
sata su polimeri organici diversi dalle proteine e da- 
gli acidi nucleici può sembrare plausibile, è pratica- 
mente inimmaginabile che i sistemi viventi possano 
esistere in ambienti diversi da quello acquoso. Osser- 
vazioni dirette hanno indicato che sulla superficie 
di Marte e di altri pianeti del Sistema solare, con tem- 
perature compatibili con la vita, non è presente né 
l’acqua, né ovviamente la vita. 
Le strutture ed i processi biologici possono essere 
compresi soltanto nei termini delle proprietà chimi- 
che e fisiche dell’acqua. Iniziamo questo capitolo con 
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la discussione delle proprietà molecolari e di solven- 
te dell’acqua. Nel paragrafo seguente rivedremo il 
suo comportamento chimico, cioè le proprietà acido- 
basiche dell’acqua. 


1. PROPRIETÀ DELL'ACQUA 


Le peculiari proprietà fisiche e solventi dell’ac- 
qua derivano in gran parte dalla sua straordinaria 
coesività interna, molto superiore a quella degli altri 
liquidi. In questo paragrafo cercheremo di esplorare 
le basi fisiche di questo fenomeno. 


A. Struttura ed interazioni 


La molecola di acqua ha una forma angolare, 
con una distanza fra gli atomi O—H di 0,958 À ed 
un angolo di 104,5 gradi tra i due atomi di idrogeno 
(Fig. 2.1). La grande differenza in elettronegatività 
tra l'idrogeno e l’ossigeno conferisce un 33% di ca- 
rattere ionico al legame O—H, come è indicato dal 
momento dipolare dell’acqua, corrispondente a 1,85 
unità debye. L’acqua è quindi una molecola altamen- 
te polare; questo fatto è particolarmente rilevante per 
i sistemi viventi. 


Limite di Raggio di 
van der Waals van der Waals 
di 0=1,4 À 


Raggio di 
van der Waals 
di H=1,2 A 


Figura 2.1 La struttura di una molecola di acqua. Il disegno riporta 
anche i limiti di van der Waals della molecola (dove le componenti 
attrattive delle interazioni di van der Waals bilanciano quelle repulsi- 
ve). Il modello della molecola a bastoncini indica la posizione dei 
legami covalenti. 


Distanza del le- 
game covalente 
0--H=0,958 A 
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Figura 2.2 Un legame idrogeno tra due molecole di acqua. La forza 
di questa interazione è massima quando il legame covalente O—H 
punta direttamente nella direzione della coppia di elettroni spaiata 
dell'atomo di ossigeno con cui si sta generando il legame idrogeno. 


Le molecole di acqua 
si associano mediante legami idrogeno 


Le attrazioni elettrostatiche tra i dipoli di due 
molecole di acqua tendono ad orientarle in modo che 
il legame O—H di una molecola si diriga verso la nu- 
be dei due elettroni spaiati dell’atomo di ossigeno del- 
l’altra molecola. Ciò porta alla formazione di un’as- 
sociazione intermolecolare direzionale conosciuta col 


| nome di legame idrogeno (Fig. 2.2), un’interazione 


cruciale sia per le proprietà dell’acqua stessa, sia per 
il suo ruolo di solvente biochimico. In generale, un 
legame idrogeno può essere rappresentato come 
D-H--- A, dove D—H è un «gruppo donatore» con pro- 
prietà di acido debole come i gruppi N—H oppure O—H, 
e A è un «atomo accettore» con un doppietto elettroni- 
co spaiato, con proprietà di base debole, come gli ato- 
mi N ed O. Ciò che rende particolarmente adatto l’a- 
tomo di idrogeno nell’interazione D—H ---.A sono 


proprio le sue piccole dimensioni; soltanto un nucleo - 


di idrogeno può avvicinarsi tanto alla nube di un dop- 
pietto elettronico spaiato di un accettore da consenti- 
re la formazione di una associazione elettrostatica ab- 
bastanza significativa. I legami idrogeno sono strut- 
turalmente caratterizzati da una distanza H - - - A che 
è almeno 0,5 À più corta di quella calcolata per le 
interazioni di van der Waals (lo spazio che divide 
due atomi vicini ma non legati stabilmente tra loro). 
Per esempio, nell’acqua la distanza tra H e O nel le- 
game idrogeno è circa 1,8À, invece di 2,6 À, che 
corrisponde alla distanza di van der Waals. L’ener- 
gia di un legame idrogeno è piccola (circa 20 
kJ- mol”! nell’acqua) se paragonata a quella di un 
legame covalente (ad esempio, 460 kJ - mol-! per il 
legame covalente O—H). La maggior parte delle mo- 
lecole biologiche ha però così tanti gruppi in grado 
di formare legami idrogeno, che questo tipo di lega- 
me diventa di importanza capitale nel determinare 
la loro struttura tridimensionale e le loro associazio- 
ni intermolecolari. I legami idrogeno saranno discus- 
si anche nel paragrafo 7.4B. 
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Le proprietà fisiche del ghiaccio e dell’acqua 
allo stato liquido dipendono dalla formazione 
di legami idrogeno intermolecolari 


La struttura del ghiaccio è un ottimo esempio 
della forza cumulativa di molti legami idrogeno. Studi 
di diffrazione dei raggi X e dei neutroni hanno per- 
messo di stabilire che le molecole di acqua nel ghiac- 
cio sono disposte in una struttura insolitamente aper- 
ta. Ogni molecola di acqua è circondata da quattro 
altre molecole, disposte a tetraedro, con cui forma 
legami idrogeno (Fig. 2.3). In due legami idrogeno, 
la molecola centrale si comporta da «donatore», men- 
tre negli altri si comporta da «accettore». Come con- 
seguenza di questa struttura aperta, l’acqua è una 
delle poche sostanze che si espandono quando passa- 
no dallo stato liquido allo stato solido (a 0 °C, l’acqua 
allo stato liquido ha una densità di 1,00 g/ml, mentre 
il ghiaccio ha una densità di 0,92 g/m)l.. 

L’espansione dell’acqua in seguito al congelamento 
ha riflessi importantissimi sulla vita sulla Terra. Sup- 
poniamo per un momento che l’acqua si contragga 
per effetto del congelamento, cioè che diventi più 
densa invece che meno densa. Il ghiaccio dovrebbe 
quindi depositarsi sul fondo dei laghi e degli oceani 
invece di galleggiare. Questo ghiaccio sarebbe quin- 
di fuori della portata del Sole e gli oceani, con l’ecce- 
zione di un sottile strato superficiale di liquido nella 
stagione calda, sarebbero permanentemente ghiac- 
ciati (l’acqua in profondità, anche negli oceani tropi- 
cali, ha una temperatura intorno ai 4 °C, la tempera- 
tura a cui presenta la massima densità). Il riflesso 
della luce solare da parte degli oceani ghiacciati ed 
il loro effetto di raffreddamento sull’atmosfera avreb- 
bero fatto sì che la temperatura della Terra fosse mol- 
to più bassa di quella attuale e per la Terra sarebbe 
stata una permanente era glaciale. Inoltre, poiché la 
vita si è sviluppata negli oceani, sembra improbabile 
che essa sarebbe potuta comparire nelle condizioni 
generate da un ghiaccio che si contrae in seguito al 
raffreddamento. 

Anche se la fusione del ghiaccio è una indicazione 
che i legami idrogeno si stanno rompendo, alcuni 
di questi continuano a persistere nello stato liquido. 
Il calore di sublimazione del ghiaccio a 0 °C è di 46,9 
kJ: mol-!. Di questa energia solo circa 6 kJ- mol-! 
può essere attribuita all’energia cinetica delle mole- 
cole di acqua allo stato gassoso; la rimanente quota 
rappresenta quindi l’energia richiesta per rompere 
le interazioni dovute ai legami idrogeno che tengo- 
no unito un cristallo di ghiaccio. Il calore di fusione 
(6,0 kJ- mol-1) è circa il 15% dell’energia necessaria 
a rompere la struttura del ghiaccio. L’acqua allo sta- 
to liquido contiene solo il 15% meno di legami idroge- 


Figura 2.3 La struttura del ghiaccio. L'organizzazione tetraedrica del- 
le molecole di acqua è una conseguenza della disposizione grossola- 
namente tetraedrica dei legami ibridi sp? e della coppia di elettroni 
spaiata di ogni atomo.di ossigeno (Fig. 2.2). Gli atomi di ossigeno 
sono in rosso e quelli di idrogeno sono in bianco; i legami idrogeno 
sono indicati da linee tratteggiate. Notate la struttura aperta che con- 
ferisce al ghiaccio una densità più bassa di quella del liquido. (Fonte: 
PAULING, L., The nature of the chemical bond, 3* ed., p. 465, Cor- 
nell University Press, 1960.) 


no del ghiaccio. Infatti, la temperatura di ebollizione 
dell’acqua è 264 °C più elevata di quella del metano 
(CH.), un composto che ha praticamente la stessa 
massa molecolare dell’acqua, ma è incapace di for- 
mare legami idrogeno (in assenza di associazioni in- 
termolecolari, sostanze con massa molecolare equi- 
valente devono avere punti di ebollizione simili). Que- 
sto fatto riflette la straordinaria coesione interna del- 
l’acqua allo stato liquido, determinata dalla presenza 
di legami idrogeno intermolecolari. 


La struttura dell’acqua allo stato liquido 
può modificarsi rapidamente 


Misure di diffrazione dei raggi X dell’acqua al- 
lo stato liquido hanno rivelato una struttura piutto- 
sto complessa. Intorno agli zero gradi, l’acqua pre- 
senta una distanza media tra gli atomi di ossigeno 
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(O- - -0) di 2,82 À, valore di poco superiore alla corri- 
spondente distanza nel ghiaccio, anche se la densità 
del liquido è più elevata. Le analisi ai raggi X hanno 
individuato inoltre che ogni molecola di acqua è cir- 
condata mediamente da 4,4 molecole piuttosto ravvi- 
cinate; questo fatto suggerisce che la struttura a cor- 
to raggio dell’acqua allo stato liquido abbia un carat- 
tere tetraedrico ed è ulteriormente suffragato dalle 
misure-di altre distanze intermolecolari in queste con- 
dizioni corrispondenti a 4,5 e 7,0 À, che sono i valori 
per la seconda e terza distanza di vicinanza che ci 
si doveva aspettare in una struttura tetraedrica simi- 
le al ghiaccio. L’acqua allo stato liquido ha anche una 
distanza intermolecolare di 3,5 À che non può essere 
adattata ad una struttura simile al ghiaccio. Questi 
valori di distanze medie diventano meno precisi al- 
l'aumentare della temperatura fino a valori fisiologi- 
ci, suggerendo la rottura termica della struttura a 
corto raggio dell’acqua. 

Non è semplice descrivere la struttura dell’acqua 
allo stato liquido, in quanto una molecola di acqua 
si riorienta circa una volta ogni 107! secondi, il che 
rende la determinazione della sua struttura istanta- 
nea un problema sia sperimentalmente che teorica- 
mente molto difficoltoso (solo un numero molto li- 
mitato di tecniche sperimentali può effettuare misu- 
re in spazi di tempo così brevi). Soltanto con l’avven- 
to recente della possibilità di simulare la dinamica 
molecolare, che consente di calcolare le traiettorie di 
atomi in un grande numero di molecole per un certo 
periodo di tempo, i ricercatori teorici hanno potuto 
cominciare a comprendere le proprietà strutturali del- 
l’acqua allo stato liquido a livello molecolare. 

La maggior parte delle molecole di acqua allo stato 
liquido è legata con legami idrogeno a quattro altre 
molecole vicine, come avviene nel ghiaccio. Questi le- 
gami idrogeno sono però distorti e i reticoli di moleco- 
le legate generati sono irregolari e diversi tra loro. Si 
possono formare anelli di molecole, composti da 4 a 
7 unità, legate tra loro da legami idrogeno, in contra- 
sto con gli anelli a sei termini, simili al cicléesano, ca- 
ratteristici della struttura del ghiaccio (Fig. 2.3). Que- 
sti reticoli vengono continuamente rotti e riformati in 
periodi di tempo dell’ordine di 2x 1071! secondi. L’ac- 
qua allo stato liquido è costituita quindi da reticoli, che 
si modificano rapidamente, di molecole legate tra loro 
da legami idrogeno, che ricordano nella loro organiz- 
zazione a corto raggio quella del ghiaccio. 


B. L'acqua come solvente 


L’acqua viene chiamata anche «solvente univer- 
sale». Anche se questo nome non è letteralmente ve- 


ro, l’acqua è certamente in grado di dissolvere molti 
tipi di sostanze e in quantità superiori a qualsiasi al- 
tro solvente. In particolare, il carattere polare del- 
l’acqua la rende idonea per la dissoluzione di mate- 
riali ionici e polari, che vengono chiamati idrofilici 
(dal greco: hydro, acqua + philos, amore). D’altro can- 
to, le sostanze non polari sono praticamente insolu- 
bili nell’acqua («l’olio e l’acqua non si mescolano») e 
vengono indicati con il termine idrofobici (dal gre- 
co: phobos, paura). Le sostanze non polari possono 
però essere dissolte in solventi non polari come il 
tetracloruro di carbonio (CCL) e l’esano. Questo con- 
cetto è riassunto in pratica nella massima «simile scio- 
glie simile». 

Perché i sali si dissolvono nell’acqua? I sali come 
1’NaCI oppure il KXHPO, sono tenuti insieme da for- 
ze ioniche. Gli ioni di questi sali, come qualsiasi cari- 
ca elettrostatica, interagiscono secondo la legge di 
Coulomb: 


_kq192 
F= DE [2.1] 


dove F è la forza tra le due cariche elettriche, g; e 
Q2, che sono separate da una distanza r, D è la co- 
stante dielettrica del mezzo che sta tra le cariche 
e k è la costante di proporzionalità (8,99 Xx 10° 
J:m-C-?). Nel vuoto D corrisponde all’unità e nel- 
l’aria è solo di poco superiore. Le costanti dielettri- 
che di alcuni solventi comuni, insieme con i loro mo- 
menti dipolari molecolari permanenti, sono elencati 
nella Tabella 2.1. Notate che queste due entità tendo- 


no ad aumentare in parallelo anche se non in modo . 


regolare. 

La costante dielettrica dell’acqua è tra le più eleva- 
te dei liquidi puri, mentre quella dei composti non 
polari, come gli idrocarburi, è relativamente molto 
piccola. La forza di attrazione tra i due ioni separa- 
ti da una data distanza in liquidi non polari come 
il cicloesano e il benzene è quindi da trenta a qua- 
ranta volte più grande di quanto non sia in acqua. 
Di conseguenza, nei solventi non polari (con bassa 
D) gli ioni di carica opposta si attraggono così forte- 
mente da associarsi fino a formare il sale, mentre, 
essendo la forza di attrazione più debole, questi ioni 
possono restare separati in acqua (solvente con alta D). 
Uno ione immerso in un solvente polare attrae 
le estremità del dipolo del solvente con carica oppo- 
sta, come è schematicamente riportato nella Fig. 2.4 
per l’acqua. Lo ione è quindi circondato da diversi 
strati concentrici di molecole di solvente orientate. 
Questo tipo di ioni viene detto solvatato oppure, se 
il solvente è l’acqua, idratato. Il campo elettrico pro- 
dotto dai dipoli del solvente si contrappone a quello 


Costante 


Sostanza dielettrica RE 
Formamide 110,0 3,37 
Acqua 78,5 1,85 
Dimetilsulfossido 48,9 3,96 
Metanolo 32,6 1,66 
Etanolo 24,3 1,68 
Acetone 20,7 2,72 
Ammoniaca 16,9 1,47 
Cloroformio 4,8 1,15 
Dietil etere 4,3 1,15 
Benzene 2,3 0,00 
Tetracloruro di carbonio 2,2 0,00 
Esano 1,9 0,00 


Fonte: Brey, W.S., Physical chemistry and its biological applications, p. 26, 
Academic Press, 1978. 


Figura 2.4 Solvatazione di ioni da parte delle molecole di acqua orien- 
tate. 


dello ione e quindi la carica ionica si diffonde su tut- 
to il volume del complesso solvatato. Questa organiz- 
zazione attenua notevolmente le forze coulombiane 
tra gli ioni, motivo per cui i solventi polari hanno 
una costante dielettrica molto elevata. 

L’effetto di orientamento delle cariche ioniche sul- 
le molecole dipolari si oppone ai movimenti termici, 
i quali tendono invece a riorientare casualmente tut- 
te le molecole. I dipoli in un complesso solvatato so- 
no solo parzialmente orientati. Il motivo per cui la 
costante dielettrica dell’acqua è così più elevata degli 
altri liquidi con un momento dipolare analogo sta 
nel fatto che la struttura generata dalle interazioni 
a legami idrogeno dell’acqua allo stato liquido con- 
sente di formare organizzazioni orientate di moleco- 
le capaci di resistere alla dispersione casuale termica 


e quindi di distribuire più efficacemente le cariche 
loniche, 
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Figura 2.5 Legami idrogeno tra l’acqua e (a) gruppi ossidrilici, (b) 
gruppi chetonici, (c) gruppi carbossilici e (d) gruppi amminici. 


I dipoli dei legami di molecole polari non cariche 
rendono queste molecole solubili in acqua per le stesse 
ragioni delle sostanze ioniche. La solubilità delle so- 
stanze polari oppure ioniche viene aumentata se es- 
se contengono gruppi funzionali come l’ossidrile 
(-OH), il carbonile (> C=0), il carbossile (--COOH 
o —CO:H) oppure gruppi amminici (-NH»), che pos- 
sono formare legami idrogeno con l’acqua, come è 
illustrato nella Fig. 2.5. Le biomolecole solubili in ac- 
qua come le proteine, gli acidi nucleici ed i carboi- 
drati hanno sulla loro superficie proprio questi grup- 
pi. Le sostanze non polari, al contrario, mancano di 
gruppi che possano agire da donatori o accettori di 
legami idrogeno. 


I composti anfifilici formano micelle 
e doppi strati 


[52 ]La maggior parte delle molecole biologiche ha 
sia segmenti polari (oppure carichi ionicamente) che 
segmenti non polari e quindi è allo stesso tempo idro- 
filica e idrofobica. Queste molecole, per esempio gli 
acidi grassi (i saponi, Fig. 2.6), vengono detti compo- 
sti anfifilici oppure anfipatici (dal greco: amphi, 
entrambi + pathos, passione). Come interagiscono 
le molecole anfifiliche con un solvente acquoso? L’ac- 
qua tende ovviamente ad idratare le regioni idrofili- 
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C53 ][54 ] 


Me e a rr cieca e di mk, il -Ì}]l({([([{[ 1t1|21{}\_\1};|{;@—41<[ 
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(o) 


Il 
CH3CHgCHyCH,CH,CH,CH,CH,CHoCHsCH,CH,CH,CH9CHy =.C== (075 


Palmitato (C15H31C007) 


H H 


poi do 
CH3CHyCH,CHyCHyCHyCH,CH,—C=C— CH,CH,CHyCH,CH,CHyCH, -C—0 


Oleato (C;7H33C007) 


Figura 2.6 Esempi di anioni di acidi grassi. Essi sono costituiti da 
un gruppo carbossilico polare accoppiato ad una lunga catena idro- 
catburica non polare. 


(a) Micelle 


Figura 2.7 Associazioni di molecole anfipatiche in soluzioni acquose. 
Le «teste» polari sono idratate, mentre le «code» non polari si aggre- 
gano in modo da escludere la soluzione acquosa: (a) Un aggregato 
di molecole anfipatiche di forma sferica conosciuto col nome di mi- 


che della molecola anfifilica, ma tende anche ad esclu- 
dere le regioni idrofobiche. Le molecole anfifiliche, 
di conseguenza, si disperdono in acqua sotto forma 
di aggregati strutturalmente orientati. Questi aggre- 
gati possono assumere la forma di micelle, che sono 
globuli in cui alcune migliaia di molecole anfifiliche 
si organizzano con i loro gruppi idrofilici disposti 
alla superficie del globulo in grado di interagire con 
il solvente acquoso; i gruppi idrofobici si trovano in- 
vece tutti associati nel centro del globulo in modo 
da escludere il solvente (Fig. 2.7a). In alternativa, le 
molecole anfifiliche possono organizzarsi in struttu- 
re a forma di foglietti o vescicole a doppio strato (Fig. 
2.7b) in cui i gruppi polari sono alla superficie in 
contatto con il solvente. 

[53 _]Le interazioni che stabilizzano le micelle o le 
strutture a doppio strato vanno collettivamente sotto 
il nome di forze o interazioni idrofobiche, termi- 
ni usati per indicare la tendenza dell’acqua ad esclu- 
dere i gruppi idrofobici. Le interazioni idrofobiche 
sono relativamente deboli se paragonate ai legami 
idrogeno e mancano di direzionalità. Non di meno 
queste interazioni sono di fondamentale importanza 
biologica in quanto, come vedremo nei capitoli se- 


Gruppi delie 
«teste» polari 


«Code» 
idrocarburiche 


H50 


(b) Doppio strato 


cella. (b) Un aggregato planare esteso di molecole anfipatiche chia- 
mato doppio strato. Il doppio strato può assumere una forma sferica, 
una vescicola, che può racchiudere piccole quantità di liquido. 


guenti, esse sono responsabili dell’integrità struttu- 
rale delle macromolecole biologiche e degli aggrega- 


ti sovramolecolari che danno origine alle membra- . 


ne. Notate che le interazioni idrofobiche sono pecu- 
liari dell'ambiente acquoso; altri solventi polari non 
promuovono questo tipo di interazioni. 


C. Mobilità dei protoni 


Quando viene fatta passare una corrente elet- 
trica attraverso una soluzione ionica, gli ioni migra- 
no verso l’elettrodo con polarità opposta ad una velo- 
cità proporzionale all’intensità del campo elettrico ed 
inversamente proporzionale agli impedimenti frizio- 
nali che lo ione incontra durante il suo movimento 
nella soluzione. Quest'ultima entità (Tabella 2.2) va- 
ria con le dimensioni degli ioni. Notate che la mobili- 
tà ionica di H30* e di OH” è molto maggiore di 
quella degli altri ioni. Per 1'H30* (lo ione idronio, 
che viene abbreviato con H*; un protone libero non 
è stabile in una soluzione acquosa), questa elevata 
velocità di migrazione dipende dalla capacità di un 
protone di saltare da una molecola di acqua ad un’al- 
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lone Mobilità x 1075 
(cm? V-!s7!) 
H30+ 362,4 
Lit 40,1 
Nat 51,9 
Kt 76,1 
NH 76,0 
Mg?* 55,0 
Ca?+ 61,6 
OH7 197,6 
(Cile 76,3 
Br” 78,3 
CH3;C00- 40,9 
SO}_ 79,8 


*La mobilità ionica è la distanza che uno ione percorre in un secondo sotto 
l'influenza di un campo elettrico di un volt per cm. 

Fonte: Brey, W.S., Physical chemistry and its biological applications, p. 172, 
Academic Press, 1978. 
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Figura 2.8 Il meccanismo di migrazione dello ione idronio in soluzio- 
ni acquose, mediante salti protonici. | salti protonici, che avvengono 
in maniera casuale, sono molto più rapidi della migrazione molecola- 
re e quindi possono spiegare l'elevata mobilità ionica osservata per 
gli ioni H* e OH in ambienti acquosi. 


tra, come è schematicamente riportato nella Fig. 2.8. 
Anche se un protone può migrare in una soluzione 
alla maniera usata per esempio dagli ioni Na+, la ra- 
pidità di questo meccanismo a salti rende l’effettiva 
mobilità degli ioni H:0* molto più elevata di quan- 
to non potrebbe essere con un altro sistema (la vita 
media di un dato ione H30* è a 25 °C di 107"? se- 
condi). L’anomala elevata velocità di migrazione de- 
gli ioni OH- può essere spiegata con un meccani- 
smo simile a quello dei protoni solo che in questo 


caso la direzione apparente della migrazione ionica 
è opposta a quella dei protoni. I salti protonici sono 
pure responsabili del fatto che le reazioni acido-base 
sono le reazioni più rapide tra quelle che avvengono 
in soluzioni acquose e tutto ciò ha una sua rilevanza 
nelle reazioni biologiche di trasferimento dei protoni. 


2. ACIDI, BASI E TAMPONI 


[55 | Le molecole biologiche, come le proteine e gli 
acidi nucleici, hanno numerosi gruppi funzionali, ad 
esempio gruppi amminici e carbossilici, che possono 
andare incontro a reazioni acido-base. Molte delle pro- 
prietà di queste molecole possono quindi variare con 
l'acidità della soluzione in cui sono dissolte. In que- 
sto paragrafo discuteremo la natura delle reazioni 
acido-base e come è possibile controllare l’acidità di 
una soluzione sia fisiologicamente che in laboratorio. 


A. Reazioni acido-base 


Gli acidi e le basi, secondo la definizione co- 
niata da Svante Arrhenius intorno al 1880, sono ri- 
spettivamente sostanze capaci di donare protoni op- 
pure gruppi ossidrilici. Questa definizione è piutto- 
sto limitativa, in quanto non tiene conto per esempio 
del fatto che 1’NH3, che manca di gruppi ossidrilici, 
ha proprietà basiche. Secondo una definizione più 
generale formulata nel 1923 da Johannes Brgnsted 
e da Thomas Lowry, un acido è una sostanza che 
può donare protoni (come nella definizione di Arrhe- 
nius) e una base è una sostanza che può accettare 
protoni. In base a ciò, in ogni reazione acido-base 


HA +H,0 == H30+ +A°% 


un acido (HA) reagisce con una base per formare la 
base coniugata dell’acido (A) e l’acido coniuga- 
to della base (H30+*)(questa reazione viene in gene- 
re abbreviata in questo modo HA =="H*+A7 e la 
partecipazione dell’acqua è implicita). Lo ione aceta- 
to (CH3C007) è la base coniugata dell’acido acetico 
(CH3CO0H) e lo ione ammonio (NH7) è l’acido co- 
niugato dell’ammoniaca (NH3). 


In una definizione degli acidi e delle basi ancora più 
generale, Gilbert Lewis descrisse un acido come una 
sostanza che può accettare una coppia di elettroni e 
una base come una sostanza che può donare una cop- 
pia di elettroni. Questa definizione, che può essere ap- 
plicata sia ai sistemi acquosi che non acquosi, è fin 
troppo vasta per descrivere i fenomeni biochimici. 
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La forza di un acido viene espressa 
dalla sua costante di dissociazione 


La reazione di dissociazione di un acido ripor- 
tata prima è caratterizzata da una costante di equi- 
librio, che, per una reazione acido-base, è nota an- 
che come costante di dissociazione, 


_ H30*IA 7] [2.2] 

[HA I[H,0] 
un’entità che esprime una misura dell’affinità relati- 
va dei protoni per le coppie coniugate acido-base 
HA/AT e H30*/H0. Sia qui che durante tutto il te- 
sto, le parentesi quadre che racchiudono la sigla di 
una entità, la formula di un composto o il simbolo 
di un atomo stanno ad indicare le loro concentrazio- 
ni molari. Poiché nelle soluzioni diluite la concentra- 
zione dell’acqua è essenzialmente costante con un 
valore pari a [H20]=1000g-17!/18,015 g- mol7!= 
=55,5M, questo valore viene di solito combinato con 
quello della costante di dissociazione 


M*+IA71 


Ka= K[H20] THA] [2.3] 


Per brevità, d’ora in avanti ometteremo il pedice «a». 
Nella Tabella 2.3 sono elencate le costanti di dissocia- 
zione di alcuni acidi, necessarie per preparare solu- 
zioni biochimiche. 

Gli acidi possono essere classificati anche sul- 
la base della loro forza relativa, cioè sulla base della 
loro capacità di trasferire un protone all’acqua. Gli 
acidi con costanti di dissociazione più piccole di quella 
dello ione H30* (che per definizione corrisponde al- 
l’unità nelle soluzioni acquose) sono solo parzialmente 
ionizzati in soluzione acquosa e vengono chiamati 
acidi deboli (K< 1). Al contrario, gli acidi forti han- 
no costanti di dissociazione più grandi di quella del- 
lo ione H30* e quindi sono quasi completamente io- 
nizzati nelle soluzioni acquose (K>1). Gli acidi ri- 
portati nella Tabella 2.3 sono tutti acidi deboli; men- 
tre molti degli acidi chiamati anche «minerali», come 
1°’HC1O., ’HNO;, }'HCI e 1’H.SO, (per la prima ioniz- 
zazione) sono acidi forti. Poiché gli acidi forti trasfe- 
riscono facilmente e rapidamente tutti i loro protoni 
all’acqua, l'acido più forte che possa esistere stabil- 
mente in un ambiente acquoso è 1'H30*. Allo stesso 
modo, non vi sarà base più forte dell’OH7. L’acqua 
essendo un acido ha la costante di dissociazione 


[H*][OH7] 
[H,0] 


dl dii { 
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Come abbiamo fatto prima, il valore costante di 
[H20] pari a 55,5M può essere incorporato nella co- 
stante di dissociazione per ottenere l’espressione del- 
la costante di ionizzazione dell’acqua 


Kw=[H*][OH7] [2.4] 


Il valore di Kw a 25 °C è pari a 107!%M. L’acqua pu- 
ra deve sempre contenere quantità equimolari di io- 
ni H* e OH” in modo che [H*]=[0H7]=(Ky)!?= 
=107-7M. Poiché H* e OH” sono reciprocamente 
correlati dall’equazione [2.4], se [H*] diventa più ele- 
vato di questo valore, [OH] deve corrispondente- 
mente diminuire e viceversa. Le soluzioni con 
[H*]=10-7M vengono dette neutre, quelle con 
[H*]>1077M sono acide e quelle con [H*]<10-7M 
sono invece basiche. La maggior parte delle soluzio- 
ni fisiologiche hanno una concentrazione di ioni idro- 
geno vicino alla neutralità. Il sangue umano è di soli- 
to leggermente basico con [H*]=4,0x10-8m. 
Css ]I valori di [H*] per molte delle soluzioni co- 
muni sono così piccoli da essere difficilmente usabi- 
li. Un sistema più pratico per esprimere questi valo- 
ri, ideato da Sgren Sgrensen, utilizza una grandezza 
diversa nota come pH: 


pH=—log[H+] [2.5] 


Il pH dell’acqua pura è 7,0, mentre le soluzioni acide 
hanno un pH minore di 7,0 e le soluzioni basiche 
maggiore di questo valore. Per una soluzione 1M di 
un acido forte, il pH diventa uguale a zero e per una 
soluzione 1M di una base forte, il pH è pari a 14. 
Notate che se due soluzioni hanno pH diversi di una 
unità, le concentrazioni di ioni H* differiscono in- 
vece di dieci volte. Il pH di una soluzione può essere 
facilmente determinato mediante misure elettrochi- 
miche con uno strumento chiamato pHmetro. 


Il pH di una soluzione è determinato 
dalle concentrazioni relative di acidi e basi 


La relazione tra pH di una soluzione e la con- 
centrazione di un acido e della sua base coniugata 
può essere ricavata riarrangiando l’equazione [2.3] 


[H+]=K 


LA] 


sal 


e sostituendola nell’equazione [2.5] 


pH= -log K+log CI 


[HA] 


(ANTITRATTA IT TTT TETTI ENIT i 


LUI L 
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Tabella 2 

Acido K pK 
Acido ossalico 5,37x 1072 1,27 (pK;) 
H3POg 7,08x 1073 2,15 (pK)) 
Acido citrico ZA1x1074 3,13 (pK;) 
Acido formico 1,78x 1074 3,75 
Acido succinico 6,17x 1075 4,21 (pK) 
Ossalato 5,37x 1075 4,27 (pK,) 
Acido acetico 1,74x 1075 4,76 
Citrato- 1,74x 1075 4,76 (pK,) 
Succinato — 2,29x 1078 5,64 (pK.) 
Acido 2-(N-morfolino)-etansulfonico (MES) 7,94x 1077 6,10 
Acido cacodilico . 5,37x 1077 6,27 
HCO 4,47x1077 6,35 (pK) 
Citrato?- 3,98x 1077 6,40 (pK3) 
Acido N-(2-acetamido)imminodiacetico (ADA) 2,82x 1077 6,55 
Piperazina-N, N*-bis(acido etansulfonico) (PIPES) 1,78x 1077 6,75 
Acido N-(2-acetamido)-2-amminoetansulfonico (ACES) 1,58x 1077 6,80 
Acido 3-(N-morfolino)propansulfonico (MOPS) 6,76x 1078 7,17 
H_PO7 6,31x 1078 7,20 (pK,) 
Acido N-2-idrossietilpiperazina-N‘-2-etansulfonico (HEPES) 3,31x 1078 7,48 
Acido N-2-idrossietilpiperazina-N”-3-propansulfonico (HEPPS) 1,10x10-8 7,96 
Tri(idrossimetillamminometano (TRIS) 8,32x 1079 8,08 
N-{tris(idrossimetil)metil]-glicina (Tricina) 8,91x 107° 8,05 
N,N-bis(2-idrossietil)-glicina (Bicina) 5,50x 107° 8,26 
Glicilglicina 5,50x 107° 8,26 
Acido borico 5,75x 10719 9,24 

NHÎ 5,62x 10710 9,25 
Glicina 1,66x 10710 9,78 
HCO7 4,68x 1071! 10,33(pK,) 
Piperidina 7,58x 10712 11,12 
HPO?- 4,17x 10-73 12,38(pK3) 


e TIetellemem_mr> _ ——1—1nRnl010òp0@1—@—€—11_x+@—@w>—<—<+— rst 
Fonte: Dawson, R.M.C., Eluior, D.C., ELuot, W.H. e jones, K.M., Data for biochemical research, 2? ed., pp. 481-482, Oxford University Press, 1969 e Goop, 
N.E., Wincer, G.D., WINTER, W., ConnoLLY, T.N., Izawa, S. e SincH, R.M.M., Biochemistry, 5, p. 467, 1966. Li : i 


Definendo pK= —log K in analogia con l’equazione 
[2.5], otteniamo l’equazione di Henderson- 
Hasselbalch: 


I [2.6] 


H=pK+l 
snc 


Questa equazione stabilisce che il pK di un acido è 
numericamente uguale al pH della soluzione quando 
le concentrazioni molari dell’acido e della sua base 
coniugata sono identiche. La Tabella 2.3 riporta un 
elenco dei valori di pK di alcuni acidi. 


B. | tamponi 


Una goccia di 0,01 ml di HCl 0,01M aggiunta 
a un litro di acqua pura sposta il pH della soluzione 
da 7 a 5, con un aumento di 100 volte della concen- 
trazione di ioni H*. Poiché le proprietà delle sostan- 
ze biologiche variano considerevolmente in risposta 
a piccole modificazioni del pH, è necessario che il 
pH dell’ambiente in cui sono queste molecole sia re- 
lativamente insensibile all’aggiunta di acidi o di basi. 
Per comprendere come sia possibile ottenere questo 
risultato, prendiamo in considerazione la titolazione 
di un acido debole con una base forte. 
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Punto di mezzo Punto di 
(pH=pA) fine 


Punto di 
partenza 


CÀ 


«= |] HR 


14 


13 
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Equivalenti OHT 


Figura 2.9 La curva di titolazione acido-base di 1 | di una soluzione 
1M di acido acetico, H}PO7 e NH? con una base forte. AI punto 
di partenza di ogni titolazione, predomina la forma acida della cop- 
pia coniugata acido-base. AI punto di mezzo della titolazione, dove 
pH=pK, la concentrazione dell'acido è uguale a quella della base 
coniugata. Infine, al punto di fine della titolazione, dove gli equiva- 
lenti della base forte aggiunta uguagliano quelli dell'acido presente 
al punto di partenza, la base coniugata è in grande eccesso. Le bande 
in colore indicano i campi di pH in cui le soluzioni corrispondenti 
possono agire efficacemente da tamponi. 


Nella Fig. 2.9 viene mostrato come variano i valori 
di pH di un litro di una soluzione 1m di acido aceti- 
co, di ione fosforico H,PO, oppure di ione ammonio 
(NHi) con l’aggiunta di OH”. Si possono notare al- 
cuni dettagli: 


1. Le curve hanno andamenti simili, ma occupano 
posizioni diverse sull’asse verticale del pH. 

2. Il pH al punto di equivalenza di ogni titolazione 
(dove gli equivalenti di OH? aggiunti sono iden- 
tici agli equivalenti di HA inizialmente presenti) 


CTTTIT 
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è maggiore di 7 in quanto la reazione di A7 con 
l’acqua tende a formare HA e OH7; ovviamente i 
pH iniziali sono inferiori a 7. 

3. Il pH nei punti di mezzo di ciascuna titolazione 
è numericamente uguale al pK dell’acido corri- 
spondente; secondo l’equazione di Henderson- 
Hasselbalch, in queste condizioni [HA]=[A 7]. 

4. La pendenza di ogni curva tende a diminuire vi- 
cino al punto di mezzo, rispetto alle regioni ai 
lati. Ciò indica che, quando la concentrazione di 
HA è circa uguale a quella di A°, il pH della so- 
luzione è relativamente insensibile all’aggiunta di 
una base forte o di un acido forte. Questo tipo 
di soluzione nota come tampone acido-base è 
resistente alle variazioni del pH in quanto le pic- 
cole quantità di ioni H* oppure OH© aggiunti rea- 
giscono con le specie molecolari A o HA presenti 
senza variare di molto il valore del termine log 


CA] / [HA]). 


Le curve di titolazione come quelle riportate nella 
Fig. 2.9, come pure le curve di distribuzione (Fig. 
2.10) possono essere calcolate usando l’equazione di 
Henderson-Hasselbalch. All’inizio della titolazione è 
presente una quantità significativa di A7 che deri- 
va dalla dissociazione di HA. Al termine della rea- 
zione, la maggior parte della specie molecolare HA 
si è prodotta dalla reazione tra AT e l’acqua. Du- 
rante il corso della titolazione gli ioni OHT aggiunti 
reagiscono essenzialmente con HA per formare A 
e quindi 


[A-1=- [2.7] 


dove r rappresenta gli equivalenti di OH7 aggiunti 
e V è il volume della soluzione. Indicando poi con 
co gli equivalenti di HA presenti all’inizio, 


ComT 


[HA]= 7 


[2.8] 


Sostituendo queste due relazioni nell’equazione [2.6], 
si ha 


ComT 


pH=pK+ oe [2.9] 


che descrive accuratamente una curva di titolazione 
eccetto che nelle regioni laterali estreme (in queste 
regioni sono necessarie elaborazioni più complesse 
che tengano conto anche della ionizzazione dell’ac- 


qua). 


[62 ][63 ]64] 
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I tamponi stabilizzano il pH delle soluzioni 


La capacità di un tampone di resistere a varia- 
zioni nel pH dovute all’aggiunta di acidi o basi è di- 
rettamente proporzionale alla concentrazione della 
coppia coniugata acido-base [HA]+[A 7]. Questo ef- 
fetto è massimo quando il pH è uguale al pK e dimi- 
nuisce rapidamente quando il pH si allontana da que- 
sto punto. Una buona regola basata sull’esperienza 
ci dice che un acido debole può essere usato come 
tampone in un ambito di pH che vari da una unità 
sopra e una unità sotto il suo valore di pK (le regioni 
ombreggiate nelle Figg. 2.9 e 2.10). Al di fuori di 
questa zona, quando il rapporto [A-1/[HA] è mag- 


giore di 10, il pH della soluzione si modifica rapida- » 


mente quando viene aggiunta una base forte. Un tam- 
pone è ugualmente inefficace anche nei confronti del- 
l’aggiunta di un acido forte quando il pH della solu- 
zione differisce di più di una unità dal suo valore 
di pK. 

I fluidi biologici, sia quelli presenti all’interno che 
all’esterno delle cellule, sono fortemente tamponati. 
Per esempio, il pH del sangue in individui sani è stret- 
tamente controllato e mantenuto a pH 7,4. Gli ioni 
fosfato e carbonato, presenti nella maggior parte dei 
fluidi biologici, hanno una funzione importante a que- 
sto riguardo. Inoltre, molte molecole biologiche, co- 
me le proteine, gli acidi nucleici ed i lipidi, come 
pure molte altre piccole molecole organiche, hanno 
gruppi acido-base che possono agire da tamponi ai 
valori fisiologici del pH. 


PK=4,76 
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Frazione della specie presente in soluzione 


[CH3C007] 
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Il concetto che le proprietà delle molecole bio- 
logiche variano con l’acidità della soluzione in cui 
sono disciolte non è stato completamente apprezzato 
fino praticamente all’inizio del ventesimo secolo; pri- 
ma di allora l’acidità delle preparazioni biochimiche 
veniva controllata solo di rado. Di conseguenza, que- 
ste prime esperienze biochimiche hanno fornito ri- 
sultati poco attendibili e non riproducibili. Più di re- 
cente, le preparazioni biochimiche sono sempre sta- 
te effettuate in ambienti tamponati in modo da si- 
mulare le proprietà dei fluidi biologici naturali. Mol- 
ti degli acidi deboli elencati nella Tabella 2.3 vengo- 
no usati comunemente nelle preparazioni biochimi- 
che. In pratica, l’acido debole scelto viene sciolto in- 
sieme ad un suo sale altamente solubile nel rapporto 
molare necessario a generare il pH voluto e poi, con 
l’aiuto di un pHmetro, il pH della soluzione viene 
portato al valore esatto mediante l’aggiunta di picco- 
le quantità di un acido o di una base forte. 


C. Gli acidi poliprotici 


Le sostanze che hanno più di un gruppo acido- 
base, come l’acido fosforico HzPO, o l’acido carboni- 
co HCO; e molte delle molecole biologiche, vanno 
sotto il nome di acidi poliprotici. Le curve di titola- 
zione di queste sostanze (Fig. 2.11, per l’H3POx) so- 
no caratterizzate da più pK, uno per ogni tappa di 
ionizzazione. È evidente che il calcolo della concen- 
trazione di tutte le specie ioniche presenti ad un da- 


Figura 2.10 Le curve di distribuzione dell’a- 
cido acetico e dello ione acetato. La frazione 
di ogni specie presente è data sotto forma di 
rapporto tra la concentrazione di CH3}COOH 
oppure di CH3COO7 e la concentrazione to- 
tale delle due specie. La banda in colore rap- 
presenta la zona in cui la soluzione corrispon- 
dente può essere usata come tampone. 
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Secondo Terzo Figura 2.11 La curva di titolazione 

Punto di Primo punto punto di punto di dell’H3POg. I due punti di equivalenza in- 
‘partenza di equivalenza equivalenza equivalenza —termedi sono indicati dai tratti più ripidi del- 
la curva. Notate che vicino sia al punto di 

Terzo punto partenza che al punto di fine la curva è relati- 


14 


12 


10 Secondo punto 


di mezzo 
[H2P0x] = [HP37] 


pH 


Primo punto di mezz 
{H3PO4]=[HP07] 


| 


0,5 1,0 1,5 2,0 
Equivalenti OHT 


to pH è in questo caso molto più complicato che per 
gli acidi monoprotici. 

I valori di pK di due gruppi acido-base fortemente 
associati non sono mai indipendenti. La carica ionica 
che risulta dalla dissociazione elettrostatica di un pro- 
tone inibisce ulteriori dissociazioni di protoni dalla 
stessa molecola, aumentando quindi il valore del pK 
degli altri gruppi. Questo effetto, secondo la legge 
di Coulomb, diminuisce con l'aumentare della distan- 
za tra i gruppi ionizzabili. Per esempio, i valori di 
pK dei due gruppi carbossilici adiacenti dell’acido 
ossalico differiscono tra loro di tre unità (Tabella 
2.3), mentre quelli dell’acido succinico, in cui i grup- 
pi carbossilici sono separati da due gruppi metileni- 
ci, differiscono di 1,4 unità soltanto. 


i î 
H-0—C—CHyCH,—C—-0—H 


Acido ossalico Acido succinico 


Successive ionizzazioni dallo stesso centro o atomo, 
come nel caso dell’H3PO, o dell’H.C03, hanno valori 
di pK diversi di 4 o 5 unità. Se i valori di pK di ioniz- 
zazioni successive di un acido poliprotico differisco- 


di mezzo 
[HPO7 ]=[PO37] 


, vamente piatta, se confrontata con fe curve 
riportate nella Fig. 2.9. Ciò sta ad indicare 
che l’H3PO4 si comporta da acido forte e il 
POi” si comporta da base forte. 


2,5 3,0 


no di almeno 3 unità, si può assumere con certezza 
che ad un dato pH solo i membri della coppia coniu- 
gata acido-base caratterizzata da un pK più vicino 


al pH della soluzione saranno presenti in concentra- - 


zioni significative. Questo semplifica enormemente 
i calcoli per determinare le concentrazioni delle va- 
rie specie ioniche presenti in soluzione. 


Gli acidi poliprotici con gruppi con valori di pK 
molto vicini hanno costanti molecolari 
di ionizzazione 


Se i valori di pK di un acido poliprotico differi- 
scono di meno di due unità, come avviene nella mag- 
gioranza dei casi, le costanti di ionizzazione misura- 
te dalla titolazione non sono vere costanti di ionizza- 
zione di gruppo, ma piuttosto la media delle ionizza- 
zioni dei gruppi coinvolti. Queste costanti vengono 
indicate di solito come costanti molecolari di io- 
nizzazione. 

Prendiamo in considerazione gli equilibri riportati 
nella Fig. 2.12 in cui vi sono due siti di protonazione 
non equivalenti. Le entità Ka, Kg, Kc e XD, le costan- 
ti di ionizzazione di ogni gruppo, vengono chiamate 
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H* 
AHT 
DA 
Kg 
H* 


da 


Figura 2.12 La ionizzazione di un acido che ha due siti non equiva- 
lenti di protonazione. 


anche costanti microscopiche di ionizzazione. La 
costante molecolare di ionizzazione per la rimozione 
del primo protone da HAH è 


H*]I[AH-]+[HA- 
Ki = EMARIHMA Dx 4g, (240 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


L’acqua è una sostanza straordinaria, le cui pro- 
prietà sono di fondamentale importanza biologica. 
Una molecola di acqua può formare fino a quattro 
legami idrogeno: due come donatore e due come accet- 
tore. Questi legami idrogeno sono responsabili della 
struttura aperta e con bassa densità del ghiaccio. La 
maggior parte di questi legami esiste anche nella fase 
liquida, come è evidenziato dall’elevato punto di ebol- 
lizione dell’acqua se paragonato a quello di altri li- 
quidi. Prove fisiche e teoriche hanno stabilito che l’ac- 
qua allo stato liquido ha una struttura fluttuante 
mantenuta da legami idrogeno, che a corto raggio ri- 
corda quella del ghiaccio. Le proprietà solventi uni- 
che dell’acqua derivano dalla sua polarità e dalla sua 
capacità di formare legami idrogeno. In soluzioni ac- 
quose, le sostanze ioniche o polari sono circondate da 
molti strati concentrici di molecole di acqua orientate 
che.agiscono smorzando le interazioni elettrostatiche 
tra cariche opposte in soluzione. L’effetto termico che 
tende a rendere meno ordinate le molecole di acqua, 
viene contrastato dall’azione polarizzante dei legami 
idrogeno: ciò spiega l’elevata costante dielettrica del- 
l’acqua. Le sostanze non polari non sono solubili in 
acqua. Le sostanze anfipatiche invece formano in so- 
luzioni acquose aggregati per generare micelle e dop- 
pi strati, dovuti alle interazioni idrofobiche tra le re- 
gioni non polari delle molecole e le interazioni idrofi- 
liche delle regioni polari con l’acqua. Gli ioni H30* 


Analogamente, la costante molecolare di ionizzazio- 
ne K, per la rimozione del secondo protone è 


[H+]A2-] 1 KcKp 


Se Ka > Kg, quindi K, risulta circa uguale a Ka; cioè 
la prima costante molecolare di ionizzazione è ugua- 
le alla costante microscopica di ionizzazione del grup- 
po più acido. Allo stesso modo, se Kp®> Kc, K. di- 
venta circa uguale a Kc, e la seconda costante mole- 
colare di ionizzazione è la costante microscopica di 
ionizzazione del gruppo meno acido. Se le varie tap- 
pe di ionizzazione hanno valori di pK sufficientemen- 
te diversi, allora le costanti molecolari di ionizzazio- 
ne diventano identiche alle costanti microscopiche 
di ionizzazione. 


hanno mobilità ioniche straordinariamente elevate, 
in quanto la migrazione di questi ioni avviene me- 
diante salti da una molecola di acqua all’altra. 
Un acido di Brinsted è una sostanza che può dona- 
re protoni. Dopo aver perso un protone, un acido di 
Brgnsted diventa la sua base coniugata. In una rea- 
zione acido-base, un acido dona il suo protone alla 
base. L’acqua può reagire con un acido per formare 
ioni ossidrilici OH” oppure con una base per forma- 
re lo ione idronio H:0*. La forza di un acido è indi- 
cata dal valore della sua costante di dissociazione K. 


Un acido debole, che ha una costante di dissociazione 


minore di quella dello ione H30*, è solo parzialmen- 
te dissociato in soluzione acquosa. L’acqua ha una 
costante di dissociazione pari a 107!*M a 25 °C. Una 
grandezza pratica per esprimere l’acidità di una so- 
luzione è il pH, corrispondente a — log[H*]. La rela- 
zione tra pH, pK e le concentrazioni dei membri di 
una coppia coniugata acido-base è espressa dall’equa- 
zione di Henderson-Hasselbalch. Un tampone acido- 
base è un insieme di un acido debole e della sua base 
coniugata in una soluzione che ha un pH vicino al 
valore del pK dell’acido. Il rapporto [ACI/IHA] in un 
tampone non è molto sensibile alle aggiunte di un aci- 
do forte o di una base forte e quindi il pH della solu- 
zione non viene sostanzialmente alterato. I tamponi 
sono operativamente efficaci in un ambito di pH che 
va da una unità sopra ad una sotto il valore del pK 
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dell’acido. Al di fuori di questa regione il pH della 
soluzione varia rapidamente in seguito alle aggiunte 
di un acido o di una base. La capacità tamponante 
dipende anche dalla concentrazione totale della cop- 
pia coniugata acido-base. I fluidi biologici sono in ge- 
nere tamponati a valori di pH vicino alla neutralità. 
Molti acidi sono poliprotici. A meno che i valori dei 
pK delle varie ionizzazioni non differiscano tra loro 
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PROBLEMI 


1. Indicate i legami idrogeno che l’acqua forma con l’a- 
cetamide (CH3CONH) e con la piridina la cui for- 
mula è simile a quella del benzene con un CH sosti- 
tuito da un N. 


2. Spiegate perché le costanti dielettriche delle seguen- 
ti coppie di liquidi hanno l’ordine riportato nella Ta- 
bella 2.1: (a) tetracloruro di carbonio e cloroformio; 
(b) etanolo e metanolo e (c) acetone e formamide. 


3. Le micelle «invertite» si formano disperdendo le mo- 
lecole anfipatiche in un solvente non polare, come 
il benzene, insieme a piccole quantità di acqua. Dise- 
gnate la struttura di una micella invertita e descrive- 
te le forze che la stabilizzano. 


*4. Le molecole anfipatiche tendono in una soluzione ac- 
quosa a concentrarsi alla superficie, cioè alle inter- 
facce liquido-solido oppure liquido-gas. Esse vengo- 
no dette quindi molecole attive alla superficie op- 
pure surfattanti. Spiegate questo comportamento 
sulla base delle proprietà delle molecole anfipatiche 
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meno due-tre unità, esclusivamente ai fini del calcolo 
delle varie grandezze, si deve trattare la soluzione 
come se contenesse una miscela di acidi deboli sepa- 
rati. Per gli acidi poliprotici con valori di.pK più rav- 
vicinati, le costanti di ionizzazione osservate sono so- 
lo correlate alle costanti microscopiche di ionizzazio- 
ne dei diversi gruppi. 


SEGAL, B.G., (1989), Chemistry, 2* ed., Capitoli 7, 9 e 10, 
Wiley. 
Discute le proprietà dell’acqua e la chimica degli equili- 
bri acido-base. 

SEGEL, I.H., (1976), Biochemical calculations, 2* ed., Capito- 
lo i, Wiley. 

STILLINGER, F.H., (1980), «Water revisited», Science 209, pp. 
451-457. i 

TANFORD, C., (1980), The hydrophobic effect: formation of 
micelles and biological membranes, 2°? ed., Capitoli 5 
e 6, Wiley-Interscience. 
Discussione sulla struttura dell’acqua e delle micelle. 


ed indicate gli effetti che questi surfattanti hanno 
sulla tensione superficiale dell’acqua (la tensione su- 
perficiale è una misura della coesione interna di un 
liquido, manifestata dalla forza necessaria per aumen- 
tare la sua area superficiale). Spiegate perché i sur- 
fattanti come i saponi ed i detergenti sono in grado 
di disperdere le sostanze oleose o la fanghiglia oleo- 
sa nelle soluzioni acquose. 


5. Indicate come variano le forze generate dai legami 
idrogeno e dalle interazioni idrofobiche con la co- 
stante dielettrica del mezzo. 


6. Usando i dati nella Tabella 2.2, stabilite il tempo che 
impiegano uno ione K* e uno ione H* a spostarsi 
.di 1 cm in un campo elettrico di 100 V/cm. 


7. Spiegate perché la mobilità dell’H* nel ghiaccio è 
solo un ordine di grandezza più piccola di quella nel- 
l’acqua allo stato liquido, mentre la mobilità dello 
ione Na* nell’NaCI solido è zero. 


PP RE CITTA i n e PITTI SEE e ANTI 


HA RATTI LEI TIE TITTI ne ORA CTTTZART maird  e eeai IE 


© 88-08-10538-5 


8. 


10. 


11. 


#12. 


Calcolate il pH di: (a) 0,1m HCl; (b) 0,1m Na0H; (d) 
3x 1075M HNO3; (d) 5x 1071%m HCIO: e (e) 2x 1078M 
KOH. 


Il volume di una tipica cellula batterica è nell’ordine 
di 1,0 «m3. A pH 7,0 quanti ioni idrogeno sono pre- 
senti all’interno della cellula batterica? Una cellula 
batterica contiene migliaia di macromolecole, come 
le proteine e gli acidi nucleici, ognuna delle quali 
ha numerosi gruppi ionizzabili. Che cosa suggerisce 
il vostro risultato circa la nozione comune che i grup- 
pi ionizzabili sono continuamente modificati dagli 
ioni H* e OH? 


Usando i-dati della Tabella 2.3, calcolate le concen- 
trazioni di tutte le specie ioniche e molecolari e il 
pH delle seguenti soluzioni acquose: (a) 0,01M acido 
acetico; (b) 0,25 cloruro di ammonio; (c) 0,05M aci- 
do acetico +0,1M acetato di sodio; (d) 0,20m acido bo- 
rico [B(OH)31+0,05m borato di sodio [NaB(OH)g]. 


Gli indicatori acido-base sono acidi deboli che cam- 
biano di colore al variare del loro stato di ionizzazio- 
ne. Quando una piccola quantità di un indicatore op- 
portunamente scelto viene aggiunta ad una soluzione 
di un acido o di una base che deve essere titolata, il 
cambio di colore della soluzione ci «indica» il punto 
di fine della titolazione. La fenolftaleina è un indi- 
catore acido-base comunemente usato, che in soluzio- 
ni acquose passa dall’incolore al colore violetto in un 
campo di pH tra 8,2 e 10. Riferendosi alle Figg. 2.9 e 
2.10, potete definire l’efficienza della fenolftaleina nello 
stabilire con accuratezza il punto di fine di una titola- 
zione con una base forte di: (a) acido acetico; (b) NH4Cl 
e (c) H3PO, (a ognuno dei tre siti di equivalenza). 


La composizione di una soluzione acquosa è 0,12M 
K2HPO4+0,08M KHsPOx. Usando i dati della Tabella 


13. 


14. 


15. 


*16. 


17. 
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2.3, calcolate le concentrazioni di tutte le specie ioni- 
che e molecolari presenti e il pH della soluzione. 


L’acqua distillata in equilibrio con l’aria contiene del- 
l’anidride carbonica disciolta ad una concentrazione 
di 1,0x 107-°m. Usando i dati della Tabella 2.3, cal- 
colate il pH della soluzione. 


Calcolate la concentrazione di acido acetico e di ace- 
tato di sodio necessari per preparare una soluzione 
tampone a pH 5,0, che contenga in totale 0,2M ace- 
tato. Il pK dell’acido acetico è riportato nella Tabella 
2.3. 


Una reazione enzimatica ha luogo in una soluzione 
di 10 ml che ha una concentrazione totale di citrato 
di 120mm e un pH iniziale di 7,00. Durante la rea- 
zione vengono prodotti 0,2 millieguivalenti di acido. 
Usando i dati della Tabella 2.3, calcolate il pH finale 
della soluzione. Quale sarebbe il pH della soluzione 
in assenza del tampone citrato, assumendo che gli 
altri coîmponenti della reazione non abbiano alcuna 
capacità tamponante e che la soluzione fosse inizial- 
mente a pH 7,0? 


La capacità tamponante di una soluzione, 8, viene 
definita come il rapporto tra l'aumento incrementa- 
le della base aggiunta, in equivalenti, e la corrispon- 
dente variazione del pH. Questo è il reciproco della 
pendenza della curva di titolazione, equazione [2.9]. 
Derivate un’equazione per 8 e dimostrate che è mas- 
sima quando pH=pK. 


Usando i dati della Tabella 2.3, calcolate le costanti 
microscopiche di ionizzazione dell’acido ossalico e 
dell’acido succinico. Come sono questi valori se con- 
frontati con quelli delle corrispondenti costanti mo- 
lecolari di ionizzazione? 
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| principi 
della 
termodinamica 


Non puoi vincere. 1 

La prima legge della termodinamica 
Non puoi neanche pareggiare. 

La seconda legge della termodinamica 
Non puoi restare fuori dal gioco. 

La terza legge della termodinamica 


La materia ha bisogno di un continuo riforni- 
mento di energia. Mediante la fotosintesi le piante 
convertono l’energia radiante che arriva dal Sole, la 


‘fonte principale di energia per la vita sulla Terra, 


nell’energia chimica contenuta nei carboidrati e in 
altre sostanze organiche. Le piante, oppure gli ani- 
mali che le mangiano, metabolizzano questi compo- 


sti per rifornire di energia le loro funzioni come la 


sintesi di biomolecole, il mantenimento di gradienti 
di concentrazione e il movimento dei muscoli. Que- 
sti processi trasformano in ultima analisi l’energia 
in calore che viene dissipato nell’ambiente. Quindi 
una gran parte dell’apparato biochimico cellulare è 
devoluto all’acquisizione di energia ed alla sua utiliz- 
zazione. 

La termodinamica (dal greco: therme, calore + 
dynamis, forza) è una descrizione meravigliosamen- 
te elegante delle relazioni tra le varie forme di ener- 
gia e di come l’energia modifica la materia a livello 
macroscopico; cioè si riferisce a quantità di materia 
sufficientemente grandi da consentire di definire con 
esattezza le sue proprietà come la temperatura e la 
pressione. I principi della termodinamica sono stati 
sviluppati nel diciannovesimo secolo, prima che la 
teoria atomica della materia avesse preso piede e fos- 
se generalmente accettata. 

Mediante le nostre conoscenze sulla termodinamica 
possiamo stabilire se un dato processo fisico è possi- 
bile. La termodinamica è quindi essenziale per com- 
prendere come le macromolecole si avvolgono e si 
ripiegano per acquistare la conformazione nativa, co- 
me sono congegnate le vie metaboliche, come viene 
generata dai muscoli la forza meccanica e così via. 
Questo elenco è praticamente senza fine. Il lettore 
deve rendersi conto però che la termodinamica 
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non dà informazioni sulla velocità a cui un processo 
possibile può avvenire. Per esempio, anche se la ter- 
modinamica ci dice che il glucosio e l’ossigeno reagi- 
scono producendo grandi quantità di energia, non 
ci dice però che una miscela di questi due composti 


è indefinitamente stabile a temperatura ambiente in. 


assenza degli appropriati enzimi. La determinazione 
delle velocità delle reazioni necessita, come vedremo 
nel paragrafo 13.1C, di una descrizione meccanicisti- 
ca dei processi molecolari. La termodinamica è però 
una guida indispensabile per formulare questi mo- 
delli meccanicistici, in quanto essi devono alla fine 
conformarsi ai principi termodinamici. 

La termodinamica applicata alla biochimica è mol- 
to spesso utilizzata per descrivere le condizioni in 
cui i processi possono avvenire spontaneamente (da 
soli). Passeremo in rassegna gli elementi termodina- 
mici che ci consentono di predire la spontaneità chi- 
mica e biochimica: la prima e la seconda legge della 
termodinamica, il concetto di energia libera e la na- 
tura dei processi all’equilibrio. È indispensabile una 
familiarità con questi principi per comprendere me- 
glio le discussioni che seguiranno nel testo. Riman- 
diamo alcune considerazioni sugli aspetti termodina- 
mici del metabolismo al Capitolo 15. 


1. LA PRIMA LEGGE DELLA 
TERMODINAMICA: L'ENERGIA 
VIENE CONSERVATA 


[69 ]In termodinamica, un sistema viene definito 
come quella parte dell’Universo che ci interessa, co- 
me il recipiente in cui avviene una reazione oppure 
come un organismo; la parte rimanente dell’Univer- 
so è invece l’ambiente. Un sistema viene detto aper- 
to o chiuso a seconda che scambi o meno materia 
ed energia con il suo ambiente. Gli organismi viven- 
ti, che assumono sostanze nutrienti dall’ambiente, eli- 
minano prodotti di scarto e generano lavoro e calore 
sono esempi di sistemi aperti; se un organismo viene 
sigillato e isolato perfettamente in una scatola, esso 
insieme alla scatola costituisce un sistema chiuso. 


A. Energia. 


La prima legge della termodinamica è 
un’elaborazione matematica della legge di conserva- 
zione dell’energia: l’energia non può essere creata o 
distrutta. 


A4AU= Usfinale a Uiniziale= 9 —_Ww [3.1] 


U rappresenta l’energia, gq il calore assorbito dal si- 
stema e sottratto all'ambiente e w è il lavoro fatto 
dal sistema sull'ambiente. Il calore è un riflesso dei 
movimenti molecolari casuali, mentre il lavoro, che 
viene definito come la forza moltiplicata per la di- 
stanza percorsa sotto la sua influenza, è invece asso- 
ciato a movimenti organizzati. La forza può assume- 
re forme molto diverse, come la forza di gravitazio- 
ne di un corpo sull’altro, la forza espansionale dei 
gas, la forza di tensione di una molla o di una fibra 
muscolare, la forza elettrica di una carica su un’altra 
oppure le forze dissipative di frizione e di viscosità. 
I processi che rilasciano calore, a cui viene assegnato 
un q negativo per convenzione, sono chiamati pro- 
cessi esotermici (dal greco: ero, fuori); quelli in cui 
il sistema guadagna calore (g positivo) sono noti co- 
me processi endotermici (dal greco: endon, den- 
tro). Sempre per convenzione, il lavoro fatto da un 
sistema contro una forza esterna viene definito co- 
me una quantità positiva. 

L’unità SI dell’energia, il joule (J), sta sostituendo 
nell’uso scientifico moderno la caloria (cal). La gran- 


Joule (}) 
13=1 kg-m?-572 
1}=1 N-m (newton - metro) 


1]=1 C-V (coulomb- volt) 


Caloria (cal) 
1 cal fa aumentare la temperatura di 1 g di H,O di 1 °C 
(da 14,5 a 15,5 °O) 
1 cal=4,184 j 

Grande caloria (Cal) 


1 Cal=1 kcal 1 Cal=4 184 ]j 


Numero di Avogadro (N) 
N=6,0221x 10? molecole per mole! 
Coulomb (C) i 
1 C=6,241x10!8 cariche elettroniche 
Faraday (5) 
1 £=N cariche elettroniche 
1 $#=96,494 C- mol-!=96,494 J-V7! mol! 
Scala delle temperature di Kelvin (K) 
O K=zero assoluto 273,15 K=0 °C 
Costante di Boltzmann (kg) 
kg=1,3807x 10723 J-K7! 
Costante dei gas (R) 
R=Nkg R=1,9872 cal-K-! mol! 
R=8,3145 J-K7! mol! R=0,08206 !- atm: k7! mol?! 
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de caloria (Cal, con la C maiuscola) è l’unità favorita 
dai dietologi. Le relazioni tra queste quantità e le al- 
tre unità, oltre ai valori delle varie costanti che pos- 
sono essere importanti per questo capitolo, sono ri- 
portate nella Tabella 3.1. 


Le funzioni di stato sono indipendenti 
dalle vie seguite dal sistema 


È stato sperimentalmente dimostrato che l’ener- 
gia di un sistema dipende soltanto dalle sue proprie- 
tà istantanee o stato e non dal modo con cui quello 
stato è stato raggiunto. Per esempio, lo stato di un 
sistema composto da un particolare campione di gas 
è completamente descritto dai valori della sua pres- 
sione e della sua temperatura. L’energia di questo 
campione di gas dipende soltanto da queste funzio- 
ni di stato ed è quindi una funzione di stato essa 
stessa. Di conseguenza non vi è nessuna variazione 
netta di energia (AU=0) in un processo in cui il siste- 
ma ritorna al suo stato iniziale (un processo ciclico). 

Né il calore, né il lavoro sono funzioni di stato, in 
quanto essi dipendono dalla via utilizzata dal siste- 
ma per modificarsi. Per esempio, in un processo in 
cui si ha una variazione da uno stato iniziale ad uno 
finale, un gas può produrre un lavoro espandendosi 
contro una certa forza esterna oppure non produrre 
alcun lavoro, seguendo una via in cui non incontra 
nessuna resistenza esterna. Ma se bisogna obbedire 
all’equazione [3.1], anche la produzione di calore de- 
ve dipendere dalla via seguita. Ne risulta quindi che 
non è rilevante riferirsi al calore o al lavoro contenu- 
to in un sistema. Infatti, quando si vogliono indicare 
queste grandezze non si usano mai termini come Ag 
e Aw per indicare il calore o il lavoro prodotto du- 
rante un cambiamento di stato, ma soltanto come ab- 
biamo visto q e w. 


B. Entalpia 


Ogni combinazione di funzioni di stato deve dare 
origine ad una funzione di stato. Una di queste com- 
binazioni, che va sotto il nome di entalpia (dal gre- 
co: enthalpein, riscaldare dentro) è definita dall’equa- 
zione 


H=U+PV [3.2] 


dove V è il volume del sisterna e P è la sua pressione. 
L’entalpia è un’entità particolarmente conveniente 
con cui è possibile descrivere i sistemi biologici in 
quanto a pressione costante, una condizione tipica del- 
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la maggior parte dei processi biochimici, la variazio- 
ne di entalpia che si ha tra lo stato iniziale e quello 
finale di un processo (AH) corrisponde al calore facil- 
mente misurabile che viene generato o assorbito dal 
sistema. Per dimostrare ciò, dividiamo il lavoro in 
due categorie: il lavoro pressione-volume (P-V), cioè 
quello generato da un’espansione contro una pres- 
sione esterna (PAV) e tutti gli altri tipi di lavoro (w'): 


w=PAV+w' [3.3] 


Combinando poi le equazioni [3.2] e [3.3] otteniamo 


AH=AU+PAV=Qp-w+PAV=qp-w'" [3.4] 


dove gp è il calore trasferito a pressione costante. 
Quindi se w' è uguale a zero, come avviene spesso 
nelle reazioni chimiche, AH=gqp. Inoltre, in molti 
processi biochimici le variazioni di volume sono tra- 
scurabili e di conseguenza diventano insignificanti 
anche le differenze tra i valori di AU e AH. 
Adesso possiamo comprendere a pieno l’utilità del- 
le funzioni di stato. Per esempio, supponiamo di vo- 
ler determinare le variazioni di entalpia che avven- 
gono durante l’ossidazione di un grammo di gluco- 
sio a CO, e acqua ad opera del tessuto muscolare. 
Effettuare queste misure nella pratica è però estre- 
mamente difficoltoso, perché, ad esempio, le varia- 
zioni di entalpia delle numerosissime reazioni che 
non utilizzano glucosio ma che avvengono contem- 
poraneamente nel muscolo interferiranno con le no- 
stre determinazioni. Poiché l’entalpia è una funzio- 


ne di stato, possiamo misurare l’entalpia della com- . 
p p 


bustione del glucosio in qualunque altro apparato che 
operi a pressione costante (un calorimetro) invece che 
nel muscolo. Ciò è vero indipendentemente dal fatto 
che sia a noi noto il meccanismo con cui il muscolo 
converte il glucosio in CO; e acqua, è sufficiente che 
siamo certi che l’anidride carbonica e l’acqua siano 
i prodotti metabolici finali. In genere, le variazioni 
di entalpia in una reazione ipotetica possono essere 
determinate dalla variazione di entalpia di qualun- 
que altra reazione tra lo stesso reattante e lo stesso 
prodotto. 

Abbiamo detto in precedenza che la termodinami- 
ca serve a stabilire se un particolare processo può 
avvenire spontaneamente. La prima legge della ter- 
modinamica non può da sola rispondere a questo que- 
sito, come ci dimostra il seguente esempio. Se met- 
tiamo in contatto tra loro due oggetti a diversa tem- 
peratura, noi sappiamo che il calore passa sponta- 
neamente dall’oggetto più caldo a quello più freddo 
e mai viceversa. Ma entrambi i processi sono in ac- 
cordo con la prima legge della termodinamica, in 
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quanto l’energia aggregata dei due oggetti è indipen- 
dente dalla distribuzione delle loro temperature. Dob- 
biamo quindi cercare un criterio di spontaneità che 
non sia soltanto la semplice conformità alla prima 
legge della termodinamica. 


2. LA SECONDA LEGGE DELLA 
TERMODINAMICA: L'UNIVERSO TENDE 
VERSO IL MASSIMO DISORDINE 


Quando un nuotatore si tuffa in acqua (un pro- 
cesso spontaneo), l’energia del movimento coordina- 
to del suo corpo viene convertita in quella dei movi- 
menti termici caotici delle molecole di acqua che lo 
circondano. Il processo inverso, cioè che il nuotatore 
venga ributtato fuori dall’acqua da un improvviso 
movimento coordinato delle molecole di acqua che 
lo circondano, non potrà mai avvenire anche se que- 
sto fenomeno non viola la prima legge della termo- 
dinamica né le leggi del moto di Newton. Quindi, 
i processi spontanei sono caratterizzati dalla conver- 
sione di un ordine (in questo caso il movimento coor- 
dinato del corpo del nuotatore) in caos (il movimento 
termico casuale delle molecole di acqua). La seconda 
legge della termodinamica, esemplificata da que- 
sto fenomeno, ci fornisce un criterio per stabilire se 
un processo è spontaneo. Notate che la termodinami- 
ca non dice nulla sulla velocità dei processi; questo 
è il compito della cinetica chimica (Capitolo 13). Un 
processo spontaneo può procedere anche a velocità 
infinitesimali. 


A. Spontaneità e disordine 


La seconda legge della termodinamica stabili- 
sce, sulla base delle esperienze, che i processi spon- 
tanei avvengono nella direzione che tende ad aumen- 
tare il disordine complessivo dell’Universo, cioè di 
un sistema e del suo ambiente. In questo contesto, 
il disordine viene definito come il numero di modi 
equivalenti (W) di disporre i componenti dell’Uni- 
verso. Per illustrare meglio questo punto, prendia- 
mo in considerazione un sistema isolato costituito da 
due bulbi di uguale volume contenenti un identico 
numero N di molecole di gas ideale (Fig. 3.1). Quan- 


| do il rubinetto che collega i due bulbi è aperto, vi 


sono uguali probabilità che una data molecola vada 
ad occupare un bulbo o l’altro e quindi vi sono 2N 
modi ugualmente probabili con cui le N molecole pos- 
sono distribuirsi nei due bulbi. Poiché le molecole 
del gas sono indistinguibili l’una dall’altra, vi posso- 


Figura 3.1 Due bulbi di uguale volume collegati da un rubinetto. 
In (a) un gas occupa il bulbo di sinistra, mentre il bulbo di destra 
è vuoto e il rubinetto è chiuso. Quando il rubinettto viene aperto 
(b) le molecole di gas diffondono da un bulbo all’altro e si distribui- 
scono in modo che ogni bulbo contenga metà delle molecole di gas. 


no essere solo (N+1) stati diversi del sistema: quelli 
con 0, 1, 2,- - -, (N- 1), oppure N molecole nel bulbo 
sinistro. La teoria della probabilità dice che il nume- 
ro dei modi (indistinguibili), W,, di disporre un nu- 
mero L delle N molecole nel bulbo sinistro corrispon- 
de a 


NI 
ogni 
La probabilità che un dato stato venga raggiunto è 
rappresentata da una frazione del numero totale di 
stati possibili: W/2N. 

Per ogni valore di N, lo stato più probabile, cioè 
quello con il valore di W,, più elevato, corrisponde 
a quello in cui metà delle molecole sono in un bulbo 
e l’altra metà nell’altro (L= N/2 per valori di N pari). 
Quando N diventa grande, la probabilità che L sia 
quasi uguale a N/2 si avvicina all’unità: quando N= 10 
la probabilità che L sia compreso nel 20% di N/2 (cioè 
4, 5 oppure 6) è pari a 0,66, mentre se N=50 questa 
probabilità (che L stia tra 20 e 30) è 0,88. Per un nu- 
mero di molecole che abbia senso in chimica (per 
esempio, N=10?5), la probabilità che il numero di 
molecole nel bulbo di sinistra sia diverso da quello 
delle molecole presenti nel bulbo di destra di 1 una 
molecola su 10 miliardi è pari a 10-4*, che sotto tut- 
ti gli aspetti è zero. Quindi, il motivo per cui il nu- 
mero di molecole in ogni bulbo del sistema riportato 
nella Fig. 3.1b è sempre uguale non è dovuto ad una 
legge di moto; l’energia del sistema è sempre la stes- 
sa qualunque sia la disposizione delle molecole. Ciò 
avviene perché la probabilità aggregata degli altri stati 
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è completamente insignificante (Fig. 3.2). Per lo stes- 
so motivo, il nostro nuotatore non verrà buttato fuo- 
ri dall’acqua o particolarmente disturbato dagli even- 
tuali movimenti coordinati dell’acqua poiché la pro- 
babilità che ciò possa capitare è nulla. 
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< Figura 3.2 Le scarse probabilità di trovare anche una piccola quantità 


di ordine è illustrata da un «universo» semplice costituito da una di- 
sposizione a quadrato con nove posizioni, quattro delle quali occu- 
pate da quattro «molecole» uguali (colore più intenso). Se le quattro 
molecole sono disposte in un quadrato, chiameremo questa struttura 
«cristallo», se invece sono distribuite in altro modo chiameremo la 
struttura «gas». Il numero totale delle disposizioni distinguibili delle 
nostre quattro molecole nelle nove posizioni è dato da: 


_9XEX7x6 


WE TEFFII eni 


Il numeratore di questa espressione indica che la prima molecola può 
occupare qualunque posizione dell’universo a nove posizioni, la se- 
conda molecola può occupare qualunque posizione delle otto rima- 
nenti, e così via; il denominatore corregge invece per il numero di 
organizzazioni indistinguibili delle quattro molecole identiche. Delle 
126 organizzazioni che questo universo può assumere, soltanto quat- 
tro sono strutture a cristallo (i quadrati nerî). Quindi anche in questo 
universo molto semplice la probabilità che esso contenga un gas di- 
sordinato (disposto casualmente piuttosto che ordinato in cristalli) è 
circa trenta volte più elevata. 


B. Entropia 


Nei sistemi chimici, W, il numero di modi equi- 
valenti di disporsi di un sistema in un particolare 
stato, ha di solito un valore immenso. Per esempio, 
quando il sistema a due bulbi di prima contiene N 
molecole di gas, Wwy diventa circa 10NP2 e così per 
N=10?3, Wsx1022 corrisponde a circa 107*%10°. Per 
poter trattare W più facilmente, definiamo, secondo 
quanto detto da Ludwig Boltzmann nel 1877, una 
nuova grandezza, nota come entropia (dal greco: 
en, in+trope, girevole): 


che aumenta con W, ma in un modo molto più ma- 
neggevole. Nell’equazione kg rappresenta la costan- 
te di Boltzmann (Tabella 3.1). Nel nostro sistema 
a due bulbi, S= kg.Nln2 e quindi l’entropia del siste- 
ma nel suo stato più probabile è proporzionale al nu- 
mero di molecole di gas che esso contiene. Notate 
che l’entropia è una funzione di stato in quanto di- 
pende soltanto da parametri che definiscono funzioni 
di stato. 

Le leggi delle scelte casuali spingono ogni sistema 
di dimensioni ragionevoli ad adottare spontaneamen- 
te la disposizione più probabile, quella in cui l’entro- 
pia è al massimo, semplicemente perché questo stato 
è quello più probabile. Assumiamo, per esempio, che 
tutte le N molecole del nostro sistema a due bulbi 
siano all’inizio nel bulbo di sinistra (Fig. 3.1a; Wy=1 
e $=0, poiché vi è solo un modo per ottenere questa 
distribuzione). Dopo aver aperto il rubinetto, le mo- 
lecole cominceranno a diffondere casualmente den- 
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tro e fuori dal bulbo di destra fino a che non avran- 
no raggiunto il loro stato più probabile (con massima 
entropia), cioè quello con metà delle molecole in ogni 
bulbo. Le molecole di gas continueranno anche dopo 
a diffondere avanti e indietro dai bulbi, ma senza 
provocare ulteriori variazioni macroscopiche (nette) 
nel sistema. Si dice quindi che il sistema ha raggiun- 
to l'equilibrio. 

Secondo l’equazione [3.5], il processo di espansione 
spontanea determina un aumento dell’entropia del 
sistema. Generalmente in ogni processo con energia 
costante (AU=0), quello spontaneo è caratterizzato 
da un AS maggiore di zero. Poiché l’energia dell’Uni- 
verso è costante (l’energia può assumere forme di- 
verse, ma non può essere né creata né distrutta), ogni 
processo spontaneo causa un aumento dell’entropia 
dell’Universo. 


ASsistema + ASambiente = ASuniverso > 0 [3.6] 


L’equazione [3.6] è l’espressione che di solito si usa 
per la seconda legge della termodinamica. Essa rap- 
presenta la tendenza di tutti i processi spontanei a 
creare disordine nell’Universo, cioè l’entropia dell’U- 
niverso tende verso un massimo. 

Le conclusioni che abbiamo tratto dal sistema a due 
bulbi possono essere utilizzate per spiegare per esem- 
pio perché il sangue trasporta ossigeno e anidride 
carbonica dai polmoni ai tessuti. Le sostanze in solu- 
zione si comportano analogamente ai gas nel senso 
che tendono a mantenere una concentrazione uni- 
forme in tutto il volume che occupano in quanto que- 
sta è la loro disposizione più probabile. Nel polmone 
dove la concentrazione di O, è più elevata che nel 
sangue venoso che lo sta attraversando, sarà superio- 
re il numero di molecole di ossigeno che tenderanno 
ad entrare nel sangue rispetto a quelle che lo lasce- 
ranno. Nei tessuti invece dove la concentrazione di 
ossigeno è più bassa che nel sangue arterioso, ci sarà 
una diffusione netta di molecole di O, dal sangue ai 
tessuti. La situazione opposta accade per il trasporto 
della CO», in quanto la concentrazione di CO, è bas- 
sa nel polmone ed elevata nei tessuti. Teniamo pre- 
sente che la termodinamica non ci dice nulla sulle 
velocità con cui l’ossigeno e la CO, vengono traspor- 
tati da e per i tessuti. Le velocità di questi processi 
dipendono dalle proprietà chimico-fisiche del sangue, 
dlel polmone e del sistema cardiovascolare. 

L’equazione [3.6] non implica che un particolare 
sistema non possa aumentare il suo grado di ordine. 
Come vedremo nel paragrafo 3.3, un sistema può di- 
ventare più ordinato solo aumentando ulteriormente 
il disordine del suo ambiente, mediante l’applicazio- 
ne di energia al sistema. Per esempio, gli organismi 


viventi che sono organizzati dal livello molecolare 
in.su e sono quindi ben ordinati, mantengono il loro 
ordine a spese del disordine delle molecole di sostan- 
ze nutrienti che consumano. Mangiare serve quindi 
ad acquisire ordine oltre che a guadagnare energia. 

Lo stato di un sistema può essere costituito da una 
distribuzione di entità molto più complicata di quel- 
la delle molecole di gas in un bulbo oppure delle mo- 
lecole di un soluto in un solvente. Se il nostro siste- 
ma è costituito da molecole proteiche in una soluzio- 
ne acquosa, i suoi stati possono differire, come ve- 
dremo, nelle conformazioni dei residui amminoaci- 
dici che compongono le proteine e nella distribuzio- 
ne e nell’orientamento delle molecole di acqua asso- 
ciate a questi residui. La seconda legge della termo- 
dinamica si applica anche in questo caso in quanto 
una molecola proteica in una soluzione acquosa assu- 
me la sua conformazione nativa in risposta alla ten- 
denza della struttura dell'ambiente acquoso di acqui- 
stare il massimo disordine (paragrafo 7.4C). 


C. Misure di entropia 


Nei sistemi chimici e biologici è in genere im- 
possibile determinare l’entropia di un sistema con- 
tando il numero di modi, W, con cui esso può assu- 
mere lo stato più probabile. Una definizione equiva- 
lente ma più pratica dell’entropia fu proposta nel 1864 
da Rudolf Clausius: per i processi spontanei 


finale i 
AS | da [3.7] 


iniziale T 


dove T è la temperatura assoluta a cui avviene lo 
scambio di calore. La prova dell’equivalenza delle due 
definizioni dell’entropia, che richiede una conoscen- 
za elementare della meccanica statistica, può essere 
trovata in molti testi di chimica-fisica. È evidente che 
ogni sistema diventa progressivamente più disordi- 


nato (la sua entropia aumenta) man mano che la tem- 


peratura cresce (Fig. 3.3). L’eguaglianza nell’equazio- 
ne [3.7] è verificata solo nei processi in cui il sistema 
rimane in equilibrio durante il cambiamento; questi 
sono noti come processi reversibili. 

Nelle condizioni di temperatura costante, tipiche 
dei processi biologici, l'equazione [3.7] si riduce a 


AS=> [3.8] 


Le EESI 


La variazione di entropia di un processo reversibile 
a temperatura costante può essere determinato di- 
rettamente da misure del calore trasferito e della tem- 
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Ghiaccio 
(da —-273 a 0 °C) 


Ghiaccio al punto di fusione 
{a 0 °C) 


Figura 3.3 La struttura dell’acqua, o di qualsiasi sostanza, diventa 
più disordinata, cioè la sua entropia aumenta, man mano che la tem- 
peratura cresce. 


peratura a cui avviene lo scambio. Poiché un proces- 
so all’equilibrio può modificarsi solo ad una velocità 
infinitesimale (i processi all’equilibrio sono per defi- 
nizione non modificabili), i processi reali possono av- 
vicinarsi alla reversibilità, senza mai raggiungerla 
completamente. Di conseguenza, la variazione di en- 
tropia in ogni processo reale è sempre maggiore di 
quella ideale (reversibile). Ciò significa che quando 
un sistema si allontana dal suo stato iniziale o vi fa 
ritorno mediante un processo reale, l’entropia del- 
l'Universo deve aumentare anche se l’entropia del 
sistema (una funzione di stato) non ha subito varia- 
zioni. 


3. L'ENERGIA LIBERA: î 
L'INDICATORE DELLA SPONTANEITÀ 


Il disordine dell’Universo prodotto da un pro- 
cesso spontaneo non è un criterio utilizzabile per sta- 
bilire la spontaneità in quanto è raramente possibile 
valutare l’entropia dell’intero Universo. Inoltre la 
spontaneità di un processo non può essere predetta 
soltanto dalle conoscenze sulle variazioni di entropia 
a cui il sistema va incontro. Questo perché i processi 
esotermici (AHs;stema<0) possono essere spontanei an- 
che se sono caratterizzati da un ASsistema<0. Per 
esempio, due moli di H, e una mole di O, reagisco- 
no tra loro, per l’effetto di una scintilla, con una rea- 
zione decisamente esotermica formando due moli di 
H;0. Le molecole di acqua, in cui i tre atomi che le 
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Acqua allo stato liquido 
{da O a 100 °C) 


Acqua al punto di ebollizione 
{a 100 °C) 


compongono sono costretti a restare uniti, sono più 
ordinate di quanto non fossero le molecole diatomi- 
che da cui si sono formate. Lo stesso concetto si può 
estendere, in condizioni appropriate, alle proteine, 
le quali possono passare spontaneamente da una for- 
ma denaturata (non avvolta) ad una più ordinata 
nativa (normalmente aggrovigliata) (paragrafo 8.1A). 
Noi abbiamo bisogno ora di una funzione di stato 
che possa predire in modo semplice se un processo 
è spontaneo o meno. In questo paragrafo scopriremo 
questa funzione. 


A. L'energia libera di Gibbs 
[78 ]L’energia libera di Gibbs: 
G=H- TS [3.9] 


che fu definita da J. Willard Gibbs nel 1878 è l’indi- 
catore di spontaneità che stiamo cercando per i pro- 
cessi a pressione e temperatura costante. Per i siste- 
mi che possono effettuare soltanto un lavoro 
pressione-volume (w'=0), combinando le equazioni 
[3.4] e [3.9] e mantenendo T e P costanti, otteniamo 

AG=AH- TAS=qp- TAS [3.10] 
Ma l’equazione [3.8] indica che TAS=qg per i processi 
spontanei a T costante. Di conseguenza, AG<0 è il 
criterio di spontaneità che cerchiamo in condizioni 
di pressione e temperatura costante, tipiche dei pro- 
cessi biochimici. 

I processi spontanei, cioè quelli con valori negativi 
di AG, vengono detti esoergonici (dal greco: ergon, 
lavoro); essi possono essere utilizzati per produrre 
lavoro. I processi che non sono spontanei, cioè quelli 
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che hanno valori positivi di AG, sono invece chiamati 


| endoergonici; essi devono essere favoriti dal riforni- 


mento di energia libera (mediante i meccanismi di 
scussi nel paragrafo 84). I processi all’equilibrio, 
in cui le reazioni in un senso e nell’altro sono perfet- 
tamente bilanciate, sono caratterizzati da un AG ugua- 
le a zero. Notate che il valore di AG varia con la tem- 
peratura. Ciò spiega, per esempio, perché la struttu- 
ra nativa di una proteina, la cui formazione da una 
forma denaturata ha sia AH<0 che AS<0, predomi- 
na a temperature inferiori a quella in cui AH=TAS 
(la temperatura di denaturazione), mentre la for- 
ma denaturata della proteina è predominante al di 
sopra di questo valore di temperatura. La variazione 
della spontaneità di un processo con il segno di AH 
e di AS è riassunta nella Tabella 3.2. 


AG=AH-TAS 


La reazione è sia entalpicamente (esotermica) che 
entropicamente favorita. Essa è spontanea (esoer- 
gonica) a tutte le temperature. 

La reazione è entalpicamente favorita, ma non en- 
tropicamente. Essa è spontanea soltanto a tempe- 
rature inferiori a T= AH/AS., 

La reazione è entalpicamente sfavorita (endotermi- 
ca), ma entropicamente favorita. Essa è spontanea 
soltanto a temperature superiori a T= AH/AS. 
La reazione è sia entalpicamente che entropicamen- 
te sfavorita. Essa non è spontanea (endoergonica) 
a tutte le temperature. 


B. Energia libera e lavoro 


Quando un sistema a temperatura e pressione 
costanti produce un lavoro diverso da quello P-V, l’e- 
quazione [3.10] deve essere estesa a 


AG=Qp—-TAS-w' [3.11] 
oppure, essendo TAS=gp, equazione [3.8], 
AGS-w' 
e quindi 
AG=Ww' [3.12] 


Poiché il lavoro P-V non è rilevante nei processi bio- 
logici, il AG per un processo biologico rappresenta il 
suo massimo lavoro recuperabile. Il AG di un proces- 
so è quindi un indice della massima separazione di 
carica che si può ottenere, il massimo gradiente di 
concentrazione che si può generare (paragrafo 3.4A), 
la massima attività muscolare che può essere prodot- 
ta e così via. Infatti, per i processi reali che possono 
solo avvicinarsi alla reversibilità, è valida l’inegua- 
glianza nell’equazione [3.12], così che il lavoro som- 
ministrato a qualunque sistema non può mai essere 
completamente recuperato. Ciò è un indice del carat- 
tere dissipativo della natura. Ma come abbiamo visto 
è proprio questo carattere dissipativo che fornisce 
la forza trainante per ogni variazione. 

È importante richiamare alla mente il fatto che un 
valore profondamente negativo di AG non significa 
che una reazione chimica potrà procedere ad una 
velocità misurabile. Questo dipende dal meccanismo 
specifico della reazione, che è invece indipendente 
dal AG. Per esempio, la maggior parte delle molecole 
biologiche, compresi le proteine, gli acidi nucleici, 
i carboidrati ed i lipidi, sono termodinamicamente 
instabili all’idrolisi, ma non di meno si idrolizzano 
spontaneamente a velocità praticamente insignifican- 
ti. Solo con l’introduzione del giusto enzima, l’idroli- 
si di queste molecole procederà ad una velocità con- 
siderevole. Un catalizzatore quindi, che per defini- 
zione non viene morlificato dalla reazione, non può 
modificare il AG di una reazione. Di conseguenza, 
un enzima può soltanto accelerare il raggiungimento 
dell’equilibrio; non può per esempio promuovere una 
reazione che abbia un AG positivo. 


4. GLI EQUILIBRI CHIMICI 


L’entropia (disordine) di una sostanza aumenta 
con il suo volume. Come abbiamo visto per il nostro 
apparato a due bulbi (Fig. 3.1), un insieme di mole- 
cole di gas, nell’occupare tutto il volume disponibile 
nei recipienti, tende a rendere massima la sua entro- 
pia. Allo stesso modo, le molecole disciolte si distri- 
buiscono uniformemente in tutto il volume della so- 
luzione. L’entropia è quindi una funzione della con- 
centrazione. 

Se l’entropia varia con la concentrazione, così deve 
essere l’energia libera. Quindi, le variazioni di ener- 
gia libera di una reazione chimica dipendono, come 
vedremo in questo paragrafo, dalle concentrazioni 
dei reattanti e dei loro prodotti. Questo fenomeno 
è di rilevante importanza biochimica in quanto le 
reazioni biochimiche possono operare in entrambe 
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le direzioni a seconda della concentrazione relativa 
dei reattanti e dei prodotti. La direzione di molte rea- 
zioni catalizzate da enzimi dipende dalla disponibili- 
tà del substrato e dalla domanda metabolica del pro- 
dotto (la maggior parte delle vie metaboliche opera 
però unidirezionalmente; paragrafo 15.6C). 


A. Le costanti di equilibrio 


La relazione tra la concentrazione e l’energia 
libera di una sostanza A (che viene derivata nell’ap- 
pendice di questo capitolo) è approssimativamente 

Ga-G3=RT In[(AJ [3.13] 
dove G4 è conosciuto sia come energia libera mo- 
lare parziale che come potenziale chimico di A 
(la barra indica la quantità per mole), GQ è l'energia 
libera molare parziale di A nel suo stato staziona- 
rio (paragrafo 3.4B), R è la costante dei gas (Tabella 
3.1) e [A] è la concentrazione molare di A. Quindi 
per la reazione generale non all’equilibrio 


aAh+bB == cC+dD 
poiché l’energia libera è una grandezza additiva e 
la variazione di energia libera di una reazione è la 
somma delle energie libere dei prodotti, sottratta di 
quella dei reattanti, ne risulta che 


AG=cGr+ dGp- aGa—bGg [3.14] 


Sostituendo questa relazione nell’equazione [3.13] si ha 


[CF [DI? 


AG=AG°+RT In 
[AI° [BP 


[3.15] 


dove AG® è la variazione di energia libera di una 
reazione quando tutti i reattanti ed i prodotti sono 
nei loro stati standard. L’equazione della variazione 
di energia libera di una reazione è composta da due 
parti: (1) un termine costante i cui valori dipendono 
soltanto dalla reazione che sta avvenendo e (2) un 
termine variabile che dipende dalle concentrazioni 
dei reattanti e dei prodotti, dalla stechiometria della 
reazione e dalla temperatura. 

Per una reazione all’equilibrio, non vi sono varia- 
zioni nette, in quanto l’energia libera della reazione 
in un senso bilancia esattamente quella della reazio- 
ne inversa. Di conseguenza il AG è uguale a zero e 
l'equazione [3.15] diventa 


AG°= — RT InKeq [3.16] 
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dove Keq è la costante di equilibrio della reazione: 


«(Ea _a-uoiina 


[AG [BÈ, 


[3.17] 


e il pedice «eg» nei simboli delle concentrazioni dei 
reattanti e dei prodotti indica che sono i valori all’e- 
quilibrio. (La condizione di equilibrio risulta spesso 
evidente dal contesto della situazione e quindi il pe- 
dice «eq» non viene sempre utilizzato per indicare 
le concentrazioni all’equilibrio.) La costante di equi- 
librio di una reazione può essere calcolata dai valori 
di energia libera standard e viceversa. Nella Tabella 
3.3 sono riportate le relazioni numeriche tra AG° e 
Keq. Notate che una variazione di 10 volte della Keq 
corrisponde a una variazione di 5,7 kJ- mol7! nella 
AG® che è meno della metà dell’energia libera di un 
qualunque legame idrogeno. 

Le equazioni [3.15], [3.16] e [3.17] stanno ad indica- 
re che, quando le concentrazioni dei reattanti sono 
più elevate dei valori all’equilibrio, la reazione pro- 
cede nella direzione in avanti, fino a che l’eccesso 
dei reattanti non è convertito in prodotti e non si 
è raggiunto l’equilibrio. Allo stesso modo, quando 
i prodotti sono in eccesso, la reazione procederà in 
senso inverso, in modo da convertire i prodotti in 
reattanti fino a che il rapporto tra le rispettive con- 
centrazioni non diventi simile a quello tra le concen- 
trazioni all’equilibrio. Quindi, come viene stabilito 
dal principio di Le Chatelier, ogni deviazione dal- 
l’equilibrio stimola un processo che tende a riportare 
il sistema all’equilibrio. Tutti i sistemi chiusi devono 
di conseguenza raggiungere inevitabilmente l’equili- 
brio. I sistemi viventi eludono questo cul de sac ter- 
modinamico essendo sistemi aperti (paragrafo 15.6A). 

Possiamo osservare come varia la costante di equi- 
librio con la temperatura sostituendo l’equazione 
[3.10] nell’equazione [3.16] e riarrangiando 


DZ 
ni AG® 
Keq (kJ- mol!) 
10° 34,3 
104 22,8 
102 11,4 
10! 5,7 
100 — 5,7 
1072 —-11,4 
1074 — 22,8 
10-78 — 34,3 
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- AH©° 


[3.18] 


Se AH° e AS° sono indipendenti dalla temperatura, 
come in effetti sono con una ragionevole approssi- 
mazione, mettendo in grafico InKxq in funzione di 
1/T, noto come grafico di van’t Hoff, otteniamo una 
linea retta con una pendenza pari a — AH°/R e con 
un’intercetta pari a AS°/R. Questa relazione consen- 
te di determinare i valori di AH° e di AS° da misure 
di Keq a due (o più) diverse temperature. Non è 
quindi necessario per ottenere i valori di AH° e di 
AS° disporre di dati calorimetrici, che sono abbastan- 
za difficili da valutare nei processi biochimici. La 
maggior parte dei dati termodinamici in biochimica 
è stata ottenuta mediante l’applicazione dell’equazio- 
ne [3.18]. Di recente è stato introdotto l’uso del mi- 
crocalorimetro a scansione, con cui è possibile de- 
terminare valori di AH° per i processi biochimici. 


B. Variazioni di energia libera standard 


Poiché è possibile misurare solo differenze nel- 
l'energia libera, AG, e non i suoi valori assoluti, è ne- 
cessario riferire queste variazioni a uno stato stan- 
dard per poter confrontare le energie libere di so- 
stanze diverse (proprio come riferiamo l’altitudine di 
località geografiche al livello del mare, che viene ar- 
bitrariamente considerato zero). Per convenzione, l’e- 
nergia libera degli elementi puri nel loro stato stan- 
dard: 25 °C, 1 atmosfera e nella loro forma più stabi- 
le (per esempio, O, e non 03), viene indicata come 
zero. L’energia libera di formazione di qualsiasi 
sostanza non elementare, AG?, viene definita come 
la variazione di energia libera che accompagna la for- 


mazione di una mole di quella sostanza nello stato - 


standard a partire dagli elementi che la compongo- 
no sempre nello stato standard. La variazione di ener- 
gia libera standard per ogni reazione può essere cal- 
colata sulla base di 


A4G°= LAG? (prodotti) — LAG? (reattanti) [3.19] 
La Tabella 3.4 riporta un elenco delle energie libe- 
re di formazione, AG?, di un gruppo di sostanze di 
particolare interesse biochimico. 
Lo stato standard in biochimica 
Per convenzione in chimica fisica lo stato stan- 


dard viene definito come lo stato di un soluto che ha 
una attività di uno a 25 °C e a una atmosfera (l’atti- 


Composto (k) Ne, di P 1) 
Acetaldeide 139,7 
Acetato 7 369,2 
Acetil-CoA 374,1* 
cis-aconitato?— 920,9 
CO; @ 394,4 
CO; (ag) 386,2 
HCO7 587,1 
Citrato?- 1166,6 
Diidrossiacetone fosfato?7 1293,2 
Etanolo 181,5 
Fruttosio 915,4 
Fruttosio-6-fosfato? > 1758,3 
Fruttosio-1,6-bisfosfato*7 2600,8 
Fumarato?— 604,2 
a-D-glucosio 917,2 
Glucosio-6-fosfato? 1760,3 
Gliceraldeide-3-fosfato? > 1285,6 
Ht 0,0 
H.(g) 0,0 
H0() 237,2 
Isocitrato? — 1160,0 
a-chetoglutarato?— 798,0 
Lattato 516,6 
L-malato?- 845,1 
OH 157,3 
Ossalacetato? — 797,2 
Fosfoenolpiruvato — 1269,5 
2-fosfoglicerato? > 1285,6 
3-fosfoglicerato? — 1515,7 
Piruvato 7 474,5 
Succinato?- 690,2 
Succinil-CoA 686,7* 


* Per formazione da elementi liberi e da CoA libero (Coenzima A). 
Fonte: Merzier, D.E., Biochemistry, the chemical reactions of living cells, pp. 
162-164, Academic Press, 1977. 


vità è la concentrazione corretta per il comportamen- 
to non ideale, come è spiegato nell’appendice di que- 
sto capitolo; per le soluzioni diluite, tipiche delle rea- 
zioni biochimiche, queste correzioni sono molto pic- 
cole e quindi le attività possono essere sostituite dalle 
concentrazioni). Poiché le reazioni biochimiche av- 
vengono di solito in soluzioni acquose diluite ad un 
pH vicino alla neutralità, è stata adottata una conven- 
zione diversa per definire lo stato standard per i si- 
stemi biologici: 
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1. Lo stato standard dell’acqua è definito come quel- 
lo di un liquido puro e l’attività dell’acqua pura 
viene considerata pari all’unità anche se la sua con- 
centrazione è 55,5M. In sostanza, il termine [H:0! 
viene incorporato nel valore della costante di equi- 
librio. Questo procedimento semplifica le espres- 
sioni dell’energia libera per le reazioni in soluzioni 
acquose diluite, in cui l’acqua è uno dei reagenti 
oppure uno dei prodotti, in quanto il termine 

, [H30] può essere ignorato. 

2. L’attività dello ione idrogeno viene definita pari 
all’unità a pH 7,0, valore fisiologicamente impor- 
tante. Nella chimica-fisica lo stato standard è in- 
vece a pH 0, a cui molte sostanze biologiche sono 
instabili. i 

3. Lo stato standard di una sostanza che può subire 
una reazione acido-base viene definito sulla base 
della concentrazione della miscela di ioni che so- 
no normalmente presenti a pH 7,0. Al contrario, 
in chimica-fisica lo stato stazionario in questo ca- 


so si riferisce a specie pure a pH 0, indipendente-' 


mente dal fatto che esse possano esistere o meno 
in queste condizioni. Il vantaggio della conven- 
zione biochimica sta nel fatto che la concentra- 
zione totale di una sostanza con molti siti di io- 
nizzazione, come la maggior parte delle moleco- 
le biologiche, è molto più facile da valutare che 
non quella dei suoi vari stati ionici. Poiché la com- 
posizione ionica di un acido o di una base varia 
con il pH, l’energia libera standard calcolata se- 
condo la convenzione biochimica è valida solo a 
pH 7,0. 


In biochimica, la variazione di energia libera stan- 
dard di una sostanza viene di solito indicata dal sim- 
bolo AG°’ per distinguerla dalla variazione di ener- 
gia libera AG° della convenzione chimico-fisica (no- 
tate però che il valore di AG per qualsiasi processo, 
essendo sperimentalmente misurabile, è indipendente 
dallo stato standard scelto, cioè AG=AG'). Analoga- 
mente, la costante di equilibrio biochimica, che vie- 
ne definita usando AG°’ al posto di AG®° nell’equa- 
zione [3.17], viene indicata con Keq. 

La relazione tra AG°’ e AG® è spesso molto sempli- 
ce. Possiamo identificare tre situazioni generali: 


1. Se le specie reagenti non includono né l’acqua né 
lo ione H*, le espressioni di AG°’ e AG° coinci- 
dono. 

2. Per una reazione in una soluzione acquosa diluita 
che produce n molecole di acqua: 


A+B==C+D+nH;0 
le equazioni [3.16] e [3.17] indicano che 
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AG°= RT InKeg= < RT In 


[Cc] ID] Cor] 
[A] [B] 

Secondo la convenzione biochimica, che definisce 

l’attività dell’acqua pura pari all’unità, 

cai 


AG°'=<-RTlnK{,=-RTIn 
da [A] [B] 


Quindi, 

AG®'+nRT ln[H.0] [3.20] 
dove [H,0]= 55,5m (la concentrazione dell’acqua 
nelle soluzioni acquose); quindi, per una reazio- 
ne che a 25 °C produca una mole di acqua, 
AG°’=AG° +9,96 kJ- mol-1. 

3. Per una reazione a cui partecipano ioni H*, come 


A+B==C+HD 


lix 


D_+H* 
dove 
[H+1[D7] 
HDI 


modificazioni simili a quelle già incontrate porta- 
no alla relazione 


AG®'=AG°-RT In(1+[(H+1/K)+RT In[H*l 
[3.21] 


dove [H*],= 107?m, il solo valore di [H+] per cui 
l'equazione è valida. Se alla reazione partecipa più 
di una specie ionizzabile, oppure se uno dei rea- 
genti è un composto poliprotico, l’equazione [3.21] 
diventa molto più complicata. 


C. Reazioni accoppiate 


L’additività delle variazioni di energia libera 
consente alle reazioni endoergoniche di essere guidate 
in condizioni appropriate da una reazione esoergoni- 
ca. Questo fenomeno è la base termodinamica dell’o- 
peratività delle vie metaboliche in quanto molte di 
queste sequenze di reazioni comprendono sia reazioni 
endoergoniche che esoergoniche. Consideriamo il se- 
guente processo a due tappe: 


(1) A+B==C+D AG; 
(2) D+E=È®F+G AGz 


Se AG=0, la reazione (1) non può avvenire sponta- 
neamente. Però se AG, è sufficientemente esoergo- 
nico e AG} +AG,<0, anche se la concentrazione al- 
l’equilibrio di D nella reazione (1) sarà relativamente 


IRA DENZA RIZZA RATIO TTI LAI LINO INTATTI TS INZIIZIN NZ AAT ITC TIIAIBNLZIITNREITAS SITI NL LIMANA SALITA INSOLITE OI RSI ELIO URN EL TOA RIBADITO NTEAITA RAMONA MAMA VAMPIRI NL ASA ALA 


85] 


I principi della termodinamica — 57 


© 88-08-10538-5 


piccola, questa sarà sempre maggiore della rispetti- 
va concentrazione all’equilibrio nella reazione (2). 
Man mano che quest’ultima converte D nel suo pro- 
dotto, la reazione (1) opererà nella direzione in avan- 
ti ripristinando D per ritornare all’equilibrio. La rea- 
zione (2) fortemente esoergonica guida o trascina 
quindi la reazione (1) endoergonica e le due reazioni 
vengono dette accoppiate da un intermedio comu- 
ne, in questo caso D. Che queste reazioni accoppiate 
possano procedere spontaneamente può essere stabi- 
lito anche sommando la reazione (1) alla reazione (2) 


per generare una reazione complessiva 
(1+2) A+BtE=®"C+F+G AG3 


dove AG3=AG1+AG3<0. Se la via complessiva (la se- 
quenza delle reazioni) è esoergonica, essa procederà 
nella direzione in avanti (verso destra). Quindi, P’e- 
nergia libera dell’idrolisi dell’ATP, un processo for- 
temente esoergonico, viene utilizzata per favorire e 
portare a compimento molti processi biologici endoer- 


APPENDICE... 


gonici (paragrafo 15.4C). 


Dipendenza dell’energia libera dalla concentrazione 


Per stabilire se l’energia libera di una sostanza è una funzione della 
sua concentrazione, consideriamo la variazione di energia libera di un gas 
ideale durante un cambiamento di pressione reversibile a temperatura co- 
stante (w’ =0, poiché un gas ideale è incapace di attuare un lavoro non P-V). 
Sostituendo le equazioni [3.1] e [3.2] nell’equazione [3.9] e differenziando il 
risultato otteniamo 


dG= dq — dw + PdV + VdP- TdS [3.41] 


Dopo la sostituzione delle forme differenziali delle equazioni [3.3] e [3.8] in 
questa espressione, essa si riduce a 


dG= VdP [3.42] 


L’equazione dei gas ideali è PV= nRT, dove n rappresenta il numero di mole- 
cole di gas ideale. Quindi 


dG=nRT=ngTd In P (3.A31: 


Tutto questo può essere esteso ad un’area di interesse biochimico, cioè alle 
soluzioni chimiche, applicando la legge di Henry per le soluzioni contenen- 
ti il soluto A volatile in equilibrio con la fase gassosa: 


Pa=KAXA [3.A4] 


In questa espressione Pa rappresenta la pressione parziale di A quando la 
sua frazione molare in soluzione è Xa; Ka è la costante della legge di Hen- 
ry per A nel solvente che viene usato. È in genere più conveniente esprime- 
re le concentrazioni delle soluzioni relativamente diluite dei sistemi 
chimici e biologici nei termini di molarità piuttosto che di frazione molare. 
Per una soluzione diluita, 


TA [A] 


XA di = —Tm&_ 
Nsolvente [solvente] 


[3.45] 


dove la concentrazione del solvente [solvente] è approssimativamente costan- 
te. Quindi 
Pa=sKA[A] [3.A6] 


dove KA=KA/[solvente]. Sostituendo questa espressione nell’equazione [3.A3] 
otteniamo 


L.05 4 


58 


Capitolo 3 


JE 


© 88-08-10538-5 


dGa=n4RTd(nKA+ln[A])=naRTdIn[A] [3.A7] 


L’energia libera, come l’energia e l’entalpia, è una grandezza relativa che 
può essere definita solo utilizzando come termine di paragone uno stato stan- 
dard, anche arbitrario. Gli stati standard vengono di norma considerati a 25 
°C, ad una atmosfera e per semplicità di calcolo [A]= 1. L’integrazione dell’e- 
quazione [3.A7] dallo stato standard [A]=1 allo stato finale [A]=[A], porta a 


Ga-GA=NART In[A]J [3.A8] 


dove G% è l’energia libera di A nello stato standard e [A] in effetti rappre- 
senta il rapporto [A]/1. Poiché la legge di Henry è valida per le soluzioni reali 
soltanto a diluizione infinita, lo stato standard viene definito in via puramen- 
te ipotetica come lo stato di una soluzione 1M di soluto le cui proprietà do- 
vrebbero essere quelle di una soluzione diluita all’infinito. 

I termini di energia libera nell’equazione [3.A8] possono essere convertiti 
da entità estensive (che dipendono dalla quantità di materiale) a entità in- 
tensive (che non dipendono dalla quantità di materiale), dividendo entram- 
bi i lati dell'equazione per na. Così otteniamo 


Ga-GA=RT In[A] [3.49] 


L’equazione [3.A9] è limitata dal fatto che si riferisce a soluzioni che seguano 
la legge di Henry, mentre le soluzioni reali si comportano in questo modo 
solo se la diluizione è infinita oppure se il soluto è volatile: Queste difficoltà 
possono essere superate se [A] viene sostituito nell’equazione [3.A9] con l’en- 
tità aa, nota come l’attività di A. Quest'ultima è definita da 


aa=%va[A] [3.A10] 


dove ya è il coefficiente di attività di A. L’equazione [3.A9] assume quin- 
di la forma di 


Ga-GA=RT Inag [3.A11] 


in cui tutte le deviazioni dal comportamento ideale, compresa la possibilità 
che il sistema generi un lavoro non P-V, sono incorporate nel coefficiente 
di attività, entità che può essere determinata sperimentalmente. Il comporta- 
mento ideale può essere raggiunto solo a diluizione infinita; cioè ya tende 
a 1 quando [A] tende a zero. Lo stato standard nell’equazione [3.A11] viene 
quindi definito come quello con attività pari all’unità. 

Le concentrazioni dei reattanti e dei prodotti nella maggior parte delle rea- 
zioni biochimiche sono di solito così basse (nell’ordine del millimolare o me- 
no) da far sì che il coefficiente di attività di queste sostanze sia vicino all’uni- 
tà. Di conseguenza, le attività di molte specie biochimiche in condizioni fisio- 
logiche possono essere approssimate in modo soddisfacente dalle loro 
concentrazioni molari: 


Ga-G2=RTIn[A] [3.13] 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 
[se_]La prima legge della termodinamica 
u=q-w [3.1] 


dove q è il calore e w è il lavoro, è analoga alla legge 
di conservazione dell’energia. L'energia è una funzio- 
ne di stato in quanto l’energia di un sistema dipende 
soltanto dallo stato del sistema stesso. L’entalpia, 


H=U+PV [3.2] 


dove P è la pressione e V è il volume, è una funzione 
di stato strettamente correlata, che rappresenta il ca- 
lore a pressione costante in condizioni in cui è possi- 
bile generare solo lavoro pressione-volume. L’entropia, 
che è pure una funzione di stato, viene definita come 


dove W, il disordine, è il numero di modi equivalenti 
che il sistema può assumere nelle condizioni che lo 
governano; ks è la costante di Boltzmann. La secon- 
da legge della termodinamica stabilisce che l’Univer- 
so tende verso il massimo disordine e quindi per i pro- 
cessi reali, AS>O. L’energia libera di Gibbs di un si- 
stema 


G=H-TS [3.9] 


diminuisce nei processi spontanei a pressione costan- 
te. In un processo all’equilibrio, il sistema non subi- 
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AG=AG°+RT In [3.15] 


[C]5[D]? 
[A1°[B]. 


dove AG® è la variazione di energia libera standard 
cioè misurata a 25 °C, ad 1 atmosfera e con un’atti- 
vità dei reattanti e dei prodotti pari all’unità. Lo sta- 
to standard biochimico, AG°’, è definito in modo ana- 
logo, ma in soluzioni diluite a pH 7,0 e le attività del- 
l’acqua e degli ioni H* sono considerate pari all’uni- 
tà. All’equilibrio 


cpl 
AG°'=-RT ln K4= RT In fi [3.17a] 


LA1&, [BBa 


dove Ki è la costante di equilibrio secondo la conven- 
zione biochimica. Una reazione endoergonica (AG>0) 
può essere guidata da una reazione esoergonica 
(AG<0) se esse sono accoppiate e se la reazione com- 
plessiva è esoergonica. 
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Capitolo 3 


PROBLEMI 


1. 


Un versetto della Bibbia contiene la litania funebre 
«da cenere a cenere, da polvere a polvere». Perché 
una famiglia di termodinamici colpita da un lutto po- 
trebbe essere confortata allo stesso modo dalla reci- 
tazione della seconda legge della termodinamica? 


Quante rampe di scale di 4 metri in salita deve fare 
una persona sovrappeso di 75 kg per espiare il fatto 
di aver mangiato un hamburger da 500 grandi calo- 
rie? Assumete che ci sia un’efficienza del 20% nel 
convertire l’energia nutrizionale in energia mecca- 
nica. La forza gravitazionale su un oggetto di massa 
m kg è F=mg, dove la costante gravitazionale g è 
9,8 m-s72. 


In termini di concetti termodinamici, perché è più 
difficile parcheggiare un’automobile in un piccolo spa- 
zio che uscire dallo stesso spazio? 


Si dice che un esercito di scimmie scrivendo a caso 
potrebbero riprodurre prima o poi tutti i lavori di 
Shakespeare. Quanto tempo potrebbe impiegare un 
milione di scimmie, ognuna con una macchina per 
scrivere da 46 caratteri (compresi gli spazi) alla velo- 
cità di unì carattere per secondo per scrivere il famo- 
so motto «essere o non essere»? Cosa ci può dire que- 
sto risultato sulla probabilità che un ordine tragga 
origine casualmente dal disordine? 


Dimostrate che il passaggio di calore da un oggetto 
a temperatura più alta ad uno a temperatura più bas- 
sa, ma non nel senso opposto, obbedisce alla seconda 
legge della termodinamica. ì 


Il monossido di carbonio cristallizza con le sue mole- 
cole disposte in linee parallele. Poiché il CO è una 
molecola di forma quasi ellissoidale, in assenza di ef- 
fetti di polarità, le molecole adiacenti potrebbero al- 
linearsi ugualmente bene sia con un sistema testa- 
coda sia con un sistema testa-testa. In un cristallo con- 
tenente 1023 molecole di CO, quale sarà l’entropia 
delle molecole di CO allineate con il sistema testa-coda? 


L’ufficio brevetti degli Stati Uniti ha ricevuto, e con- 
tinua a ricevere, numerose domande per macchine 
a moto perpetuo. Le macchine a moto perpetuo sono 
state classificate in due tipi distinti, quelle che viola- 
no la prima legge della termodinamica e quelle che 
violano la seconda legge della termodinamica. È in 
genere facile individuare l’errore nelle macchine a 
moto perpetuo del primo tipo. Un esempio potrebbe 
essere un generatore elettrico mosso da un motore 
che produce più energia di quanta ne riceve dal mo- 
tore. L'errore nelle macchine del secondo tipo è di 
solito più subdolo. Prendiamo per esempio una nave 
che usi l’energia termica estratta dal mare mediante 
una pompa termica per produrre il vapore necessa- 
rio ad azionare sia il suo motore ad eliche che la pom- 
pa termica. Dimostrate, in termini generali, che que- 
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sto tipo di propulsione potrebbe violare la seconda 
legge della termodinamica. 


Utilizzando i dati riportati nella Tabella 3.4, calcola- 


te i valori di AG° a 25 °C per le seguenti reazioni 
metaboliche: 
(a) CgH1206 + 60, == 6C0-(ag) + 6H200) 


glucosio 

(b) CgH120g == 2CH3CH20H +2C07 (ag) 
glucosio etanolo 

(o) CgH1206 =" 2CH3CHOHCOO +2H* 
glucosio lattato 


(Queste reazioni costituiscono rispettivamente il me- 
tabolismo ossidativo, la fermentazione alcolica nel lie- 
vito privo di ossigeno e la fermentazione omolattica 
nel muscolo scheletrico che richiede più energia di 
quanta non ne venga prodotta dal metabolismo ossi- 
dativo, paragrafo 16.1B.) 


Le forme nativa e denaturata di una proteina sono 
in genere in equilibrio nel modo seguente: 


proteina (denaturata) == proteina (nativa) 


Per una certa soluzione della proteina ribonucleasi 
A in cui la concentrazione proteica totale è di 
2,0x1073M, le concentrazioni delle forme nativa e 
denaturata della proteina a 50 e a 100 °C sono date 
nella seguente tabella: 


Temperatura [Ribonuclesi A [Ribonuclesi A 


(denaturata)] (nativa) 


(°C) (Mm) (M) 


50 5,1x 1075 2,0x 1073 
100 2,8x 1074 1,7x 1073 


(a) Determinate AH° e AS° della reazione di ripiega- 
mento, assumendo che queste grandezze siano indi- 
pendenti dalla temperatura. (b) Calcolate il AG° per 
il ripiegamento della ribonucleasi A a 25 °C. A que- 
sta temperatura e in condizioni standard, il processo 
è spontaneo? (c) Qual è la temperatura di denatura- 
zione della ribonucleasi A, in condizioni standard? 


Utilizzando i dati della Tabella 3.4, calcolate il AG? > 
dei seguenti composti a 25 °C: 

(a) H20(1; (b) saccarosio (saccarosio +H20 == glu- 
cosio + fruttosio: AG°’ = — 29,3 kJ - mol-1); (0) etil a- 
cetato (etil acetato+H30 == etanolo + aceta- 
to7 +H*: AG°’= — 19,7 kJ- mol73; il pK dell’acido 
acetico è 4,76). 


Calcolate le costanti di equilibrio per l’idrolisi dei se- 
guenti composti a pH 7,0 e a 25 °C (a) fosfoenolpiru- 
vato (AG°’=61,9 kJ-mol-!); (b) pirofosfato 
(AG°’=—-33,5 kJ-mol7!); (c) glucosio-1-fosfato 
(AG°'= — 20,9 kJ-mol7!). 
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Gli amminoacidi 


Non è certo sorprendente che la maggior parte 
delle prime ricerche biochimiche si sia occupata pre- 
valentemente delle proteine. Queste rappresentano 
la classe di macromolecole biologiche le cui proprie- 
tà chimico-fisiche sono state meglio definite e di con- 
seguenza sono più facilmente isolabili e caratterizza- 
bili degli acidi nucleici, dei polisaccaridi e dei lipidi. 
Inoltre, le proteine, soprattutto nella forma di enzi- 
mi, hanno funzioni biochimiche facilmente indivi- 
duabili. Il ruolo centrale che le proteine hanno nei 
processi biologici è stato quindi riconosciuto fin da- 
gli albori della biochimica. Al contrario, il ruolo de- 
gli acidi nucleici nella trasmissione e nell’espressione 
dell’informazione genetica è stato realizzato appieno 
solo alla fine degli anni °40; quello dei lipidi come 
componenti essenziali delle membrane biologiche è 
stato apprezzato solo negli anni ’60; mentre le fun- 
zioni biologiche dei polisaccaridi sono almeno in parte 
ancora sconosciute. 

In questo capitolo studieremo le proprietà delle uni- 
tà monomeriche delle proteine, gli amminoacidi. Le 
proteine vengono sintetizzate a partire da questi com- 
posti mediante un processo molto complesso, descritto 
nel Capitolo 30. Gli amminoacidi sono pure metabo- 
liti energetici e molti di essi sono nutrienti essenziali 
(Capitolo 24). Vedremo anche come molti amminoa- 
cidi e i loro derivati sono di per sé biochimicamente 
importanti. 


1. GLI AMMINOACIDI DELLE PROTEINE 


L’analisi di un grande numero di proteine da 
praticamente tutte le fonti disponibili ha dimostrato 
che tutte le proteine sono composte da 20 amminoaci- 
di «standard», elencati nella Tabella 4.1, a pag. 64. Que- 
sti composti sono noti come a-amminoacidi in quan- 
to, con la sola eccezione della prolina, essi hanno un 
gruppo amminico primario e un gruppo carbossilico 
legati allo stesso atomo di carbonio (Fig. 4.1). (La proli- 
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î 
HaN—Cz- COOH 
H 


Figura 4.1 La formula di struttura generale per un a-amminoacido. 
Vi sono venti diversi gruppi R negli amminoacidi presenti comune- 
mente nelle proteine. 


na, l’eccezione a questa regola generale, ha un grup- 
po amminico secondario e quindi è un a-immino- 
acido.) 


A. Proprietà generali 


I valori di pK dei 20 a-amminoacidi «standard» 
delle proteine sono riportati nella Tabella 4.2. I sim- 
boli pK, e pK° si riferiscono rispettivamente al grup- 
po a-carbossilico e al gruppo a-amminico, il simbolo 
pKx si riferisce invece ai gruppi con proprietà acido- 
basiche eventualmente presenti sulla catena laterale. 
La Tabella 4.2 ci dice che i valori di pK dei gruppi 
carbossilici dei venti amminoacidi sono compresi in 
un piccolo ambito, intorno al valore 2,2; quindi so- 
pra pH 3,5 praticamente tutti questi gruppi si trova- 
no in forma di ione carbossilato. I gruppi d-amminici 
hanno valori di pK vicini a 9,4 e sono principalmen- 
te sotto forma di ione ammonio vicini a valori di pH 
inferiori a 8,0. Questo fatto ci porta ad un importan- 
te punto strutturale: nella regione fisiologica del pH, 
sia il gruppo carbossilico che il gruppo amminico de- 
gli a-amminoacidi sono nella forma completamente 
ionizzata (Fig. 4.2). 

Un amminoacido può quindi comportarsi sia come 
un acido che come una base. Le sostanze con questo 
tipo di proprietà vengono dette anfoteri oppure an- 
foliti, cioè elettroliti anfoteri. Nel paragrafo 4.1D ana- 
lizzeremo più in dettaglio le proprietà acido-base de- 
gli amminoacidi. 

Le molecole che hanno gruppi carichi con polarità 
opposta sono note con il nome di zwitterioni oppu- 
re di ioni dipolari. Il carattere zwitterionico degli 
a-amminoacidi è stato stabilito con molti metodi di- 
versi, come la spettroscopia e l’analisi strutturale ai 
raggi X (allo stato solido gli a-amminoacidi sono awit- 


R 

+ | _ 

HgN —C—C00 
H 


Figura 4.2 La forma zwitterionica di un a-amminoacido presente a 
valori di pH fisiologici. 


terioni in quanto il gruppo amminico basico sottrae 
un protone al gruppo carbossilico acido che è nelle 
vicinanze). 

Essendo gli amminoacidi degli zwitterioni, le loro pro- 
prietà fisiche sono caratteristiche dei composti ioni- 
ci. Per esempio, gli a-amminoacidi hanno punti di 
fusione intorno a 300 °C, mentre i loro derivati non 
ionici hanno di solito punti di fusione vicini a 100 
°C. Inoltre, gli amminoacidi, come gli altri composti 
ionici, sono maggiormente solubili nei solventi pola- 
ri che in quelli non polari. La maggior parte degli 
amminoacidi è molto solubile in acqua e praticamen- 
te insolubile in molti solventi organici. 


B. Legami peptidici 


Gli a-amminoacidi polimerizzano almeno con- 
cettualmente mediante l’eliminazione di una mole- 
cola di acqua, come è indicato nella Fig. 4.3. Il risul- 
tante legame CO—NH viene chiamato legame pep- 
tidico. I polimeri contenenti due, tre, pochi (da tre 
a dieci) oppure molti residui amminoacidici (chia- 


a-amminoacido pKi PKa PKr 


a-COOH a-NH$ catena laterale 
Alanina 2,35 9,87 
Arginina 1,82 8,99 12,48 (guanidino) 
Asparagina 2,1 8,84 
Acido aspartico 1,99 9,90 3,90 (8-COOH) 
Cisteina 1,92 10,78 8,33 (sulfidrile) 
Acido glutammico 2,10 9,47 4,07 (y-COOH) 
Glutammina 2,17 9,13 
Glicina 2,35 9,78 
Istidina 1,80 9,33 6,04 (imidazolo) 
Isoleucina 2,32 9,76 
Leucina 2,33 9,74 
Lisina 2,16 9,18. 10,79 (£-NH}) 
Metionina 2,13 9,28 
Fenilalanina 2,16 9,18 
Prolina 2,95 10,65 
Serina 2,19 9,21 
Treonina 2,09 9,10 
Triptofano 2,43 9,44 
Tirosina 2,20 9,11. 10,13 (fenolo) 
Valina 2,29 9,74 


Fonte: Dawson, R.M.C., ELLioTT, D.C., ELLIOTT, W.H. e Jones, K.M., Data for 


biochemical research, 2? ed., pp. 1-63, Oxford University Press, 1969. 
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er 


Presenza media nelle 
proteine (%)** 


Massa del residuo (D) 


Nome Formula di struttura* 


Amminoacidi con catena laterale non polare 


c00 
Glicina ACE 57,0 7,5 
NHÎ 
i coo. i 
Alanina = ea 71,0 9,0 
NHI 
coo CH; 
Valina e CE 99,1 6,9 
NH CH; 
coo era 
Leucina LE CHo_ Li 113,1 7,5 
NHj CHg 
COO CH; 
* 
Isoleucina LaiO 23 CHo — CHg 113,1 4,6 
NH} H 
coo. 
Metionina Una i: i i 131,1 1,7 
NHÎ 
Ha 
OC 
So0 A 8 > CHy 
Prolina G? 97,1 4,6 
Rd Mi __5cH» 
H 
coo. i 
Fenilalanina Leo o) 147,1 3,5 
NHI 
coo. 
Triptofano HS cha 3 186,2 1,1 
NHÎ % | 
N 
H 


* Le forme ioniche mostrate sono quelle predominanti a pH 7,0. Gli atomi C, e quelli marcati con un asterisco sono centri chiralici con configurazioni secondo 
la convenzione di Fischer. Per gli eterocicli sono pure riportate le numerazioni degli atomi secondo la chimica organica. Per ottenere la massa dell’amminoacido, 
bisogna aggiungere 18,0 D, la massa molecolare dell’acqua, alla massa del residuo. Per avere la massa della catena laterale, bisogna sottrarre 56,0 D, la massa 
del gruppo peptidico, dalla massa del residuo. 

** Calcolata dalla composizione di 207 proteine diverse. Fonte: Kuapper, M.H., Biochem. Biophys. Res. Commun., 78, p. 1020, 1977. 
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proteine (%)** 
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Amminoacidi con catena laterale polare non carica 


coo 
Serina Li — CH, 0H 87,0 7,1 
NHÎ 
COOH 
Treonina H—C o CHy 101,1 6,0 
NH} OH 
COO o) 
4 
Asparagina Ho —CHa— dA 114,1 4,4 i 
NHÎ NHy i 
coo. o) 
I 7 i 
Glutammina n Rici ì 128,1 3,9 
 NH$ NH; : 
5 L 
po i 
Tirosina H-C =) OH 163,1 3,5 
NHI ; 
100 : 
Cisteina H—C —CHy— SH 103,1 2,8 i 
i 
NH; 
Amminoacidi con catena laterale polare carica È 
coo. È 
Lisina H—C — CH,—CH,— CH,— CH,—NH} 129,1 7,0 : 
NHI ql 
c00 NE: 
Arginina LO —CH>— CH, CH, NH — GC 157,2 4,7 
NH} NH 
Coo 
x | Vai 3N 
Istidina H—C — CHo,—{6 all 137,1 2,1 
ra D 
È H 
(6.007) o) i 
A 7) 
Acido aspartico H-C —CH3— o. 114,0 5,5 
NHj Oo° ù: J 
co00. O AI 
| 7, i 
Acido glutammico He —CHo— CH, c 128,1 6,2 3 
" NHI Oo° 
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Figura 4.3 La condensazione di due a-amminoacidi per formare un 
dipeptide. Il legame peptidico è mostrato in rosso. 


mati alternativamente unità peptidiche) sono detti 
rispettivamente dipeptidi, tripeptidi, oligopepti- 
di oppure polipeptidi. Spesso però queste sostanze 
vengono identificate più semplicemente con il ter- 
mine generico di «peptide». I polipeptidi possono con- 
tenere da circa 40 fino a più di 4000 residui ammi- 
noacidici e, poiché la massa molecolare media degli 
amminoacidi è circa 110 D, essi hanno masse mole- 
colari che variano da circa 4 a 440 kKD. 

I polipeptidi sono polimeri lineari; ogni residuo 
amminoacidico si lega a quello vicino con un sistema 
testa-coda e non si formano catene ramificate. Que- 
sta osservazione riflette e sottolinea l’elegante sem- 
plicità dei sistemi utilizzati dagli organismi viventi 
per costruire queste macromolecole; gli acidi nuclei- 
ci, che codificano le sequenze amminoacidiche delle 
proteine, sono anch'essi, come vedremo in seguito, 
polimeri lineari. Questo permette di beneficiare di 
una diretta corrispondenza tra la sequenza di mono- 
meri (nucleotidi) dell’acido nucleico e la corrispon- 
dente sequenza di monomeri (amminoacidi) del poli- 
peptide senza la complicazione addizionale di dover 
specificare la posizione e la sequenza delle catene ra- 
mificanti. 


Con la possibilità di scegliere tra 20 diversi ammi-. 


noacidi per ogni posizione della catena polipeptidi- 
ca, è facile vedere che può esistere un numero prati- 
camente infinito di proteine diverse. Per i dipeptidi, 
per esempio, ognuna delle venti diverse scelte per 
il primo amminoacido deve essere combinata con le 
altre venti possibilità per il residuo amminoacidico 
nella seconda posizione; possiamo quindi ottenere un 
totale di 20°=400 dipeptidi diversi. Analogamente, 
per i tripeptidi, ognuna delle 400 possibilità che ab- 
biamo con i dipeptidi deve essere moltiplicata per 
altre venti scelte per la terza posizione, cioè per un 
totale di 20°=8 000 tripeptidi diversi. Una tipica mo- 
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lecola proteica è costituita da una singola catena poli- 
peptidica di circa 100 residui amminoacidici. Vi sono 
20190 = 1,27 Xx 10150 catene palipeptidiche possibili tut- 
te di questa lunghezza; questo valore è così grande 
da superare il numero di atomi che si pensa sia pre- 
sente nell’Universo (9X 1075). La natura ha ovvia- 
mente prodotto solo una piccola frazione delle possi- 
bili diverse proteine. I vari tipi di organismi presenti 
sulla Terra sintetizzano comunque collettivamente un 
enorme numero di molecole proteiche diverse, le cui 
proprietà chimico-fisiche originano in gran parte dal- 
le varie proprietà dei 20 amminoacidi «standard». 


C. Classificazione e caratteristiche 


Il modo più comune e quindi più utile per clas- 
sificare i venti amminoacidi «standard» è quello che 
tiene conto della polarità delle catene laterali (grup- 
pi R) dei singoli amminoacidi. Ciò perché le protei- 
ne si avvolgono fino a raggiungere la loro conforma- 
zione nativa principalmente in risposta alla tenden- 
za a sottrarre al contatto con il solvente acquoso le 
catene laterali idrofobiche e a solvatare quelle idrofi- 
liche (Capitoli 7 e 8). Secondo questo schema di clas- 
sificazione, vi sono tre tipi di amminoacidi: (1) quelli 
con i gruppi R non polari, (2) quelli con i gruppi R 
polari non carichi e (3) quelli con i gruppi R polari 
e carichi. 


Le catene laterali degli amminoacidi non polari 
hanno una grande varietà di forme 
e di dimensioni 


Nove amminoacidi fanno parte di questa clas- 
se, cioè di quelli con catena laterale non polare. La 
glicina (scoperta nel 1820 come componente della 
gelatina, è stato il primo amminoacido ad essere iden- 
tificato negli idrolizzati proteici) ha la catena laterale 
più piccola possibile, un atomo di idrogeno. L’alani- 
na, la valina, la leucina e l’isoleucina hanno cate- 
ne laterali idrocarburiche alifatiche che vanno come 
dimensioni dal gruppo metilico nell’alanina ai grup- 
pi butilici isomerici della leucina e dell’isoleucina. La 
metionina ha una catena laterale contenente un ete- 
re tiolico, che ricorda in molte delle sue proprietà 
fisiche un gruppo n-butilico (gli atomi C ed S hanno 
approssimativamente la stessa elettronegatività e l’a- 
tomo S occupa lo stesso spazio di un gruppo metile- 
nico). La prolina, un a-imminoacido ciclico, ha limi- 
tazioni conformazionali determinate dalla natura ci- 
clica del suo gruppo laterale pirrolidinico, che è uni- 
co tra i venti amminoacidi «standard». La fenilala- 
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nina, con la sua unità fenilica, ed il triptofano, con 
il suo gruppo indolico, contengono gruppi laterali aro- 
matici caratterizzati sia dalle grosse dimensioni che 
dalla mancanza di polarità. 


Le catene laterali polari non cariche 
hanno gruppi ossidrilici, amidici e tiolici 


Di questa classe fanno parte sei amminoacidi. 
La serina e la treonina hanno gruppi R di dimen- 
sioni diverse con gruppi ossidrilici. L’asparagina e 
la glutammina hanno una catena laterale di diversa 
lunghezza con un gruppo amidico. La tirosina ha 
un gruppo fenolico. La cisteina ha un gruppo tiolico 
che è unico tra i venti amminoacidi e può formare 
con un altro residuo di cisteina un legame disolfuro 
(Fig. 4.4). Nella letteratura biochimica più vecchia 
questo composto dimerico viene definito come l’am- 


Ì | 


im la 
H-—C—CH,-SH +  HS-CH,—C-H 
a ni 
Hs0 
C=o NH 
H-C—CH, —s- S—CH,—C—H 
NE c=0 


I | 
Residuo di cistina 


Figura 4.4 Il residuo di cistina consiste di due residui di cisteina uniti 
da un ponte disolfuro. 


minoacido cistina. Il legame (o ponte) disolfuro ha 
una grande importanza nella struttura delle protei- 
ne: esso può mettere in connessione catene separate 
oppure formare legami crociati tra residui di cisteina 
della stessa catena. La somiglianza tra i nomi cistei- 
na e cistina ha sempre creato una certa confusione 
e la cisteina è stata occasionalmente chiamata anche 
metà cistina. La scoperta che la formazione della 
cistina ha luogo mediante il legame crociato di resi- 
dui di cisteina solo dopo che la catena polipeptidica 
È stata sintetizzata, ha determinato un utilizzo sem- 
pre meno frequente del nome cistina. 


Le catene laterali polari cariche 
possono essere positive o negative 


Cinque amminoacidi hanno catene laterali ca- 
riche. Gli amminoacidi basici hanno cariche positive 
ad un pH fisiologico e comprendono la lisina, che 
ha una catena laterale butilamminica, l’arginina, che 
ha un gruppo guanidinico, e l’istidina che presenta 
un gruppo imidazolico. Dei venti amminoacidi «stan- 
dard», soltanto l’istidina, con un pKr di 6,0, si io- 


nizza a valori di pH fisiologico. A pH 6,0 soltanto — 


il 50% della sua catena laterale imidazolica è carica 
così che all’altra estremità basica del campo del pH 
fisiologico l’istidina è neutra. Come conseguenza, la 
catena dell’istidina partecipa molto spesso alle rea- 
zioni catalitiche degli enzimi. Gli amminoacidi aci- 
do aspartico e acido glutammico sono carichi ne- 
gativamente a valori di pH superiori a 3; nel loro 
stato ionizzato essi vengono chiamati aspartato e 
glutammato. L’asparagina e la glutammina sono ri- 
spettivamente le amidi dell’acido aspartico e dell’a- 
cido glutammico. 

La collocazione dei venti amminoacidi nelle tre clas- 
si è ovviamente piuttosto arbitraria. Per esempio, la 
glicina e l’alanina, gli amminoacidi più piccoli, e il 
triptofano con il suo anello eterociclico possono esse- 
re classificati come amminoacidi polari non carichi. 
Analogamente, la tirosina e la cisteina con i loro grup- 
pi ionizzabili possono essere considerati anche am- 
minoacidi polari carichi, in particolare a pH alti; l’a- 
sparagina e la glutammina sono praticamente polari 
come i loro corrispondenti carbossilati aspartato e glu- 
tammato. 

I venti amminoacidi variano considerevolmente per 
le loro proprietà chimico-fisiche come la polarità, l’a- 
cidità, la basicità, l’aromaticità, la dimensione, la fles- 
sibilità conformazionale, la capacità di formare lega- 
mi crociati e legami idrogeno e la reattività chimica. 
Queste caratteristiche, molte delle quali sono inter- 
correlate, sono in gran parte responsabili della varie- 
tà di proprietà delle proteine. 


D. Proprietà acido-base 


Gli amminoacidi e le proteine hanno proprietà 
acido-basiche considerevoli. Gli x-amminoacidi han- 
no due oppure, per quegli amminoacidi con catene 
laterali ionizzabili, tre gruppi acido-base. La curva 
di titolazione della glicina, il più semplice degli am- 
minoacidi, è rappresentata nella Fig. 4.5. A valori 
di pH bassi, entrambi i gruppi acido-base della glici- 
na sono completamente protonati e la molecola assu- 
me la forma cationica *H3NCH3COOH. Nel corso del- 
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0 0,5 1,0 1,5 2,0 
loni H* dissociati/molecola 


Figura 4.5 La curva di titolazione della glicina. Gli altri acidi mo- 
noamminici e monocarbossilici si ionizzano in modo simile. (Fonte: 
MEISTER, A., Biochemistry of amino acids, 2? ed., vol. 1, p. 30, Aca- 
demic Press, 1965.) 


la titolazione con una base forte, ad esempio NaOH, 
la glicina perde due protoni in due tappe distinte, 
come avviene di solito per gli acidi poliprotici. 

I valori di pK dei due gruppi ionizzabili della glici- 
na sono sufficientemente diversi e così l’equazione 
di Henderson-Hasselbalch 

[A-] 
pH=pK +log [HA] 


[2.6] 


verifica abbastanza realmente i punti di flessione del- 
la curva. Quindi il pK di ogni tappa di ionizza- 
zione corrisponde al punto di mezzo di ogni fles- 
sione della curva di titolazione (paragrafi 2.2A e 
2.2C); a pH 2,35 le concentrazioni della forma catio- 
nica, +H3NCH,COOH e della forma zwitterionica 
+HsNCH:C007 sono uguali; analogamente, a pH 9,78 
le concentrazioni della forma zwitterionica e della 
forma anionica HìNCH,C007 sono uguali. Notate 
che gli amminoacidi non assumono mai in soluzione 
acquosa una forma neutra. 
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Il pHa cui una molecola non ha una carica elettrica 
netta viene detto punto isoelettrico, pI. Per gli am- 
minoacidi, l’applicazione dell’equazione di Hender- 
son-Hasselbalch indica che, con un elevato grado di 
precisione, 


pI=1/2(pK;+pK)) a [4.1] 


dove K; e K; sono le costanti di dissociazione delle 
due ionizzazioni che coinvolgono la specie neutra. 
Per acidi monoamminici e monocarbossilici, come la 
glicina, K; e K; rappresentano K; e K3. Per gli acidi 
aspartico e glutammico invece, K; e K; rappresenta- 
no K, e Kr, mentre per l’arginina e la lisina queste 
entità sono Kg e Ka. 

Il pK dell’acido acetico (4,76), che è un tipico acido 
monocarbossilico alifatico, è circa 2,4 unità di pH più 
alto di quello del suo derivato a-amminico glicina. 
Questa differenza nel valore del pK dello stesso grup- 
po funzionale è determinata, come abbiamo visto nel 
paragrafo 2.2C, dall’influenza elettrostatica del grup- 
po amminico carico positivamente della glicina; il 
gruppo NHj coopera nella repulsione di un proto- 
ne dal gruppo COOH. Allo stesso modo, il gruppo 
carbossilato (il gruppo carbossilico ionizzato) della gli- 
cina aumenta la basicità del gruppo amminico il cui 
pKa è 9,72, significativamente più elevato per esem- 
pio del pK. del gruppo amminico della glicina me- 
til estere (pK2=7,75). I gruppi amminici (NH3) del- 
la glicina e dei suoi esteri sono più acidi di quelli 
delle ammine primarie (pK circa 10,7), a causa del 
carattere elettron-attrattore del gruppo carbossilato. 

L’influenza elettronica di un gruppo funzionale su 
un altro gruppo viene rapidamente attenuata all’au- 
mentare della distanza tra i gruppi. I valori di pK 
dei gruppi d-carbossilici degli amminoacidi e quelli 
dei gruppi carbossilici delle catene laterali dell’acido 
aspartico e dell’acido glutammico formano una serie 
che tende progressivamente ad avvicinarsi ai valori 
di pK degli acidi monocarbossilici alifatici. Analoga- 
mente, la costante di ionizzazione del gruppo ammi- 
nico della catena laterale della lisina è indistinguibile 
da quella di un’ammina alifatica. 


Le proteine hanno curve di titolazione complesse 


Le curve di titolazione degli a-amminoacidi con 
catena laterale ionizzabile, come quella dell’acido glu- 
tammico, presentano i tre valori di pK prevedibili. 
Le curve di titolazione dei polipeptidi e delle protei- 
ne (un esempio di queste titolazioni è riportato nella 
Fig. 4.6) solo molto di rado sono in grado di eviden- 
ziare un qualche valore di pK per un singolo grup- 


| 


Gli amminoacidi 69 


© 88-08-10538-5 


po, in quanto sono il frutto dell’azione di un grandis- 
simo numero di gruppi ionizzabili (mediamente il 
25% delle catene laterali amminoacidiche di una pro- 
teina sono ionizzabili; Tabella 4.1). La struttura cova- 
lente e tridimensionale delle proteine può determi- 
nare uno spostamento anche di alcune unità del va- 
lore di pK dei suoi gruppi ionizzabili, per effetto del- 
Pinfluenza elettrostatica dei gruppi carichi vicini, del- 
la prossimità di gruppi con bassa costante dielettrica 
e della formazione di associazioni tra gruppi mediante 
legami idrogeno. La curva di titolazione di una pro- 
teina dipende anche dalla concentrazione dei sali della 
soluzione, come è mostrato nella Fig. 4.6, perché gli 
ioni agiscono elettrostaticamente schermando le ca- 
riche delle catene laterali della proteina e quindi at- 
tenuando le interazioni di tipo elettrostatico tra cate- 
ne cariche vicine. 


Punto 
isoelettrico 
ei 


(o) 5 10 15 20 25 30 
..-_loni H* dissociati/molecola 


Figura 4.6 Curva di titolazione dell'enzima ribonucleasi A a 25 °C. 
La concentrazione di KCI è 0,01M per la curva in blu, 0,03M per 
la curva in rosso e 0,15m per la curva in verde. (Fonte: TANFORD, 
C. e HAUENSTEIN, }.D., . Am. Chem. Soc., 78, p. 5287, 1956.) 


E. Nomenclatura 


Le abbreviazioni a tre lettere dei venti residui 
amminoacidici sono riportate nella Tabella 4.3. È im- 
portante memorizzare queste sigle in quanto sono 
ormai generalmente utilizzate nella letteratura bio- 


Abbrevia- 
Amminoacido zione zione 


Abbrevia- 


a tre lettere a una lettera* 


Alanina Ala A 
Arginina Arg R 
Asparagina Asn N 
Acido aspartico Asp D 
Asparagina o acido aspartico ASx B 
Cisteina Cys C 
Acido glutammico Glu E 
Glutammina Gin Q 
Glutammina o acido 

glutammico Glx Z 
Glicina Gly G 
Istidina His H 
Isoleucina Ile I 
Leucina Leu L 
Lisina Lys K 
Metionina Met M 
Fenilalanina Phe F 
Prolina Pro P 
Serina Ser S 
Treonina Thr T 
Triptofano Trp W 
Tirosina Tyr Y 
Valina Val Vv 


* L'abbreviazione ad una lettera per un amminoacido non determinato o «non 
standard» è X. 


chimica e anche in questo testo. Queste abbreviazio- 
ni sono spesso ricavate dalle prime tre lettere del cor- 
rispondente nome dell’amminoacido e si pronuncia- 
no nello stesso modo con cui si leggono. 

. La sigla Glx sta ad indicare sia Glu che Gln e analo- 
gamente Asx può essere sia Asp che Asn. Queste 
sigle ambigue derivano dall’esperienza di laborato- 
rio: Asn e Gln vengono facilmente idrolizzate rispet- 
tivamente ad acido aspartico e ad acido glutammico 
nelle condizioni acide o basiche che vengono di soli- 
to utilizzate per estrarle dalle proteine (paragrafo 
6.1D). Non possiamo quindi stabilire, senza adottare 
speciali precauzioni, se un residuo di Glu era in ori- 
gine Glu o Gln; lo stesso vale per l’Asp. 

Nella Tabella 4.3 sono pure indicati i simboli ad 
una lettera per i residui amminoacidici. Questo siste- 
ma di codificazione molto più compatto è particolar- 
mente utile quando si vogliono confrontare tra loro 
le sequenze amminoacidiche di proteine simili. 
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OH 
seo 
I 
+ I, = 
Ran ia SN= RR 
H H H H H H 
Ala — Tyr — Asp — Gly 
Figura 4.7 Il tetrapeptide Ala-Tyr-Asp-Gly. 
H_ 0 H 0 
| Il I I 
TNH-C—C- NH: =C+ 
a | (04 
HO, H,0, 
H20, Ho0, 
H20, COO” 
H20, 
NHj 
Lys Glu 


Figura 4.8 Uso delle lettere greche per identificare gli atomi nei grup- 
pi R di residui di lisina e di glutammato. 


I residui amminoacidici in un polipeptide vengono 
chiamati sostituendo il suffisso ina del nome dell’am- 
minoacido con il suffisso il. Le catene polipeptidiche 
vengono descritte a partire dall’amminoterminale 
(chiamato anche N-terminale) e procedendo sequen- 
zialmente residuo dopo residuo fino al carbossiter- 
minale (il C-terminale). Al residuo carbossitermina- 
le viene dato il nome normale dell’amminoacido. 
Quindi l’alaniltirosilaspartilglicina è il composto ri- 
portato nella Fig. 4.7. Per effetto di queste regole di 
nomenclatura, il nome di catene polipeptidiche con 
più di pochi amminoacidi diventa estremamente sco- 
modo da usare. Le abbreviazioni degli amminoacidi 
hanno in parte risolto questo problema. Il peptide 
visto in precedenza diventa Ala-Tyr-Asp-Gly usando 
le abbreviazioni a tre lettere e AYDG usando invece 
quelle ad una lettera. Notate che queste sequenze’ ab- 
breviate sono sempre scritte a partire dall’ammino- 
terminale (il primo a sinistra) verso il carbossitermi- 
nale (l’ultimo a destra). 

I vari atomi delle catene laterali degli amminoacidi 
sono spesso indicati in sequenza con lettere dell’alfa- 
beto greco a partire dall’atomo di carbonio adiacente 
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al gruppo carbonilico impegnato nel legame peptidi- 
co. Come è mostrato nella Fig. 4.8, si dice che il resi- 
duo di lisina ha un gruppo amminico e e che il glu- 
tammico ha un gruppo carbossilico y. Sfortunatamen- 
te, per alcuni amminoacidi questo sistema di nume- 
razione risulta piuttosto ambiguo. Di conseguenza, 
vengono usati anche gli schemi standard di numera- 
zione per i composti organici. Questi sono riportati 
nella Tabella 4.1 per le catene laterali eterocicliche. 


2. ATTIVITA OTTICA 


Gli amminoacidi isolati per idrolisi blanda del- 
le proteine sono, ad eccezione della glicina, tutti ot- 
ticamente attivi, cioè ruotano il piano della luce po- 
larizzata (vedi più avanti). 

Le molecole otticamente attive hanno un’asimme- 
tria, nel senso che non sono sovrapponibili alla loro 
immagine speculare, allo stesso modo che la mano 
sinistra non è sovrapponibile alla sua immagine nel- 
lo specchio, che è la mano destra. Questa situazione 
è caratteristica delle sostanze che contengono atomi 
di carbonio tetraedrici con quattro sostituenti diver- 
si. Le due molecole mostrate nella Fig. 4.9 non sono 
sovrapponibili in quanto sono immagini speculari. 
L’atomo centrale di questa costellazione atomica vie- 
ne detto centro asimmetrico o centro chiralico 
e si dice che presenta una chiralità (dal greco: cheir, 
mano). Gli atomi di carbonio a di tutti gli amminoa- 
cidi, esclusa la glicina, sono centri asimmetrici. La 
glicina che ha due atomi di idrogeno come sostituen- 
ti nel suo Ca, è sovrapponibile alla sua immagine 
speculare e quindi non è otticamente attiva. 

Le molecole che hanno immagini speculari non so- 
vrapponibili vengono dette enantiomeri di un’al- 
tra. Le molecole enantiomeriche sono praticamente 
fisicamente e chimicamente indistinguibili anche se 
analizzate con tecniche sofisticate. Soltanto quando 
vengono analizzate in modo asimmetrico, ad esem- 
pio con la luce polarizzata oppure con reagenti che 


Br | Br 
Piano dello specchio 


Figura 4.9 I due enantiomeri del fluoroclorobromometano. | quattro 
sostituenti sono disposti tetraedricamente attorno all’atomo centrale. 
| puntini indicano che uno dei sostituenti giace dietro il piano della 
carta, un triangolo allungato che giace al di sopra del piano della 
carta e la linea sottile che giace sul piano della carta. Il piano dello 
specchio che mette in relazione gli enantiomeri è indicato dai trattini 
rossi. 
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contengono anch’essi centri chiralici, gli enantiomeri 
possono essere distinti o modificati in modo specifico. 

Vi sono tre sistemi di nomenclatura comunemente 
usati per classificare un particolare stereoisomero di 
una molecola otticamente attiva. Questi sistemi sono 
spiegati nei prossimi paragrafi. 


A. Una classificazione operazionale 


Le molecole vengono classificate come destro- 
rotatorie (oppure destrogire) o come levorotatorie 
(levogire) a seconda che esse ruotino, dal punto di 
vista dell’osservatore, il piano della luce polarizzata 
nel senso del movimento delle lancette dell’orologio 
oppure in senso contrario al movimento delle lancet- 
te dell’orologio. Questa rotazione può essere deter- 
minata mediante uno strumento conosciuto come po- 
larimetro (Fig. 4.10). La rotazione specifica rap- 
presenta la misura quantitativa dell’attività ottica di 
una molecola: 


[o5= rotazione osservata (gradi) [4.2] 


concentrazione 
(g-cm73) 


lunghezza del 
percorso ottico (dm) 


dove l’apice 25 si riferisce alla temperatura a cui ven- 
gono effettuate di norma le misure con il polarime- 
tro (25 °C) e il pedice D indica la luce monocromatica 
che viene tradizionalmente utilizzata nel polarime- 


Figura 4.10 Rappresentazione schematica di un polarimetro, un ap- 
parecchio usato per la misura della rotazione ottica. 


Analizzatore 
(può essere ruotato) 


Tubo dei 
polarimetri 


Polarizzatore / 
fisso 


Sorgente — 
della luce: 


tro, la cosiddetta linea D dello spettro del sodio 
(589,3 nm). Le molecole destrogire o levogire posso- 
no avere valori di [a}}} positivi o negativi. Le mole- 
cole destrogire sono sempre indicate con il prefisso 
(+) e i loro enantiomeri levogiri con il prefisso (—). 
In un sistema arcaico, esse venivano indicate con d 
(destro) oppure con | (levo). 

Il segno e l'ampiezza della rotazione specifica di- 
pendono dalla struttura della molecola in una rela- 
zione complicata e non ancora completamente com- 
presa. Non è possibile predire con certezza né il se- 
gno né l’ampiezza della rotazione specifica di una 
data molecola. Per esempio, la prolina, la leucina e 
l’arginina, isolate dalle proteine, hanno in soluzioni 
acquose pure, rotazioni specifiche rispettivamente di 
—86,2, — 10,4 e + 12,5. I loro enantiomeri hanno va- 
lori di [w]}" della stessa ampiezza, ma con segno con- 
trario. Come ci si deve aspettare dalla natura acido- 
basica degli amminoacidi, queste entità variano con 
il pH della soluzione. 

Il problema non risolto dal sistema di classificazio- 
ne operazionale degli isomeri ottici è dato dal fatto 
che non sono fornite informazioni sulla configura- 
zione assoluta (la disposizione spaziale) dei gruppi 
chimici intorno al centro chiralico. Inoltre, una mo- 
lecola con più di un centro chiralico può avere una 
rotazione ottica che non è correlata al potere rotato- 
rio di uno specifico centro di asimmetria. Per questa 
ragione, i sistemi di classificazione che vedremo in 
seguito sono più utili. 


Scala in gradi 
(fissa) 


Il piano di polarizzazione 
. della luce emergente 
non è lo stesso di 
quelio della luce che 
entra nel tubo 


Le sostanze otticamente 
attive poste in questo 
tubo causano una 
rotazione del piano 
della luce polarizzata 
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B. La convenzione di Fischer 


In questo sistema la configurazione dei grup- 
pi chimici intorno ad un centro asimmetrico è pa- 
ragonato a quello della gliceraldeide, una mole- 
cola con un solo centro asimmetrico. Secondo la con- 
venzione introdotta da Emil Fischer nel 1891, gli ste- 
reoisomeri (+) e (—) della gliceraldeide vengono 
designati rispettivamente come p-gliceraldeide e 
L-gliceraldeide (notate l’uso delle lettere maiuscole 
prima del nome). Ben sapendo che c’era soltanto il 
50% delle possibilità che questa assegnazione fosse 
corretta, Fischer assunse che la configurazione di que- 
ste molecole fosse quella riportata nella Fig. 4.11. Egli 
propose anche un sistema grafico semplificato (di ti- 
po stenografico), per indicare queste molecole, che 
va sotto il nome di sistema delle proiezioni di Fi- 
scher, anch’esse descritte nella Fig. 4.11. 

Nella convenzione di Fischer i legami orizzontali si 
estendono sopra il piano del foglio, mentre quelli ver- 
ticali si estendono sotto il piano del foglio, come è 
mostrato nella Fig. 4.11 dal paragone con le formule 
geometriche. 

La configurazione dei gruppi intorno ad un centro 
chiralico può essere confrontata con quella della gli- 
ceraldeide, convertendo chimicamente questi grup- 
pi in quelli della gliceraldeide mediante reazioni ste- 
reochimiche note. Per un a-amminoacido, la disposi- 
zione dei gruppi amminico, carbossilico, R e H intor- 
no al Cx è correlata a quella dei gruppi ossidrilico, 


Formule geometriche 


CHO CHO 
CHoH | CH, 0H 
Proiezione di Fischer 
CHO CHO 
HO- 0 —H i H- o —o0H 
CH,0H : CH,0H 


Piano dello specchio 
L-gliceraldeide D-gliceraldeide 


Figura 4.11 Nomenclatura delle configurazioni secondo la conven- 
zione di Fischer per gli enantiomeri della gliceraldeide, rappresentati 
sia come formule geometriche (in alto) sia come proiezioni di Fischer 
(in basso). Notate che nelle proiezioni di Fischer tutti i legami oriz- 
zontali puntano verso l‘alto, sopra il piano della pagina, e quelli verti- 
cali verso il basso, sotto la pagina. Il piano dello specchio che mette 
in relazione i due enantiomeri è indicato dalla linea rossa tratteggiata. 
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aldeidico, CH30H e H della gliceraldeide. Per questa 
ragione si dice che la L-gliceraldeide e gli L-a- 
amminoacidi hanno la stessa configurazione relativa 
(Fig. 4.12). Mediante questo sistema, la configurazio- 
ne degli a-amminoacidi può essere descritta senza 
riferirsi alla loro rotazione specifica. 

Tutti gli a-amminoacidi che derivano da proteine 
hanno la configurazione stereochimica L; cioè tutti 
hanno la stessa configurazione relativa intorno all’a- 
tomo di carbonio a. Nel 1949 è stato dimostrato me- 
diante nuove tecniche di indagini cristallografiche con 
i raggi X che la scelta arbitraria effettuata da Fischer 
era corretta. La designazione della relativa configu- 
razione dei centri chiralici corrisponde alla loro con- 
figurazione assoluta. La configurazione assoluta dei 
residui a-amminoacidici può essere facilmente ricor- 
data osservando con attenzione la raffigurazione sche- 
matica della Fig. 4.13. 


CHO ; C00. 
HO—C—H HN-c—H 
CH,OH À 
L-gliceraldeide Lao-amminoacido 


Figura 4.12 Le configurazioni della L-gliceraldeide e degli 
L-o-amminoacidi. 


Figura 4.13 Il sistema per individuare e ricordare la configurazione 
degli L-amminoacidi. Guardando verso l'atomo C, a partire dall'ato- 
mo di idrogeno, gli altri sostituenti possono essere letti nella direzio- 
ne del movimento delle lancette dell'orologio CO—R—N. Questi sim- 
boli rappresentano rispettivamente il gruppo carbonilico, la catena 
laterale e l'atomo di azoto della catena principale. (Fonte: RicHAro- 
SON, }.S., Adv. Protein Chem., 34, p. 171, 1981.) 


I diastereomeri sono chimicamente 
e fisicamente distinguibili 


Una molecola può avere più di un centro asim- 
metrico. I termini stereoisomeri e isomeri ottici si 
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riferiscono a molecole con configurazioni diverse a 
livello di almeno uno dei loro centri chiralici, ma con 
gli altri nella stessa configurazione. Con il termine 
enantiomero si intende una molecola che è l’immagi- 
ne speculare di un’altra, cioè che si differenzia per 
tutti i suoi centri chiralici. Poiché ogni centro chirali- 
co può esistere in due configurazioni possibili, una 
molecola con n centri chiralici ha 2" stereoisomeri 
possibili e 2"7! coppie enantiomeriche. La treonina 
e l’isoleucina hanno ciascuna due centri chiralici e 


‘quindi 22=4 possibili stereoisomeri. Le forme di treo- 


nina e di isoleucina che sono state isolate dalle protei- 
ne e che per convenzione sono chiamate forme L, so- 
no riportate nella Tabella 4.1. L’immagine speculare 
delle forme L sono le forme D. I loro due isomeri ot- 
tici sono detti diastereomeri (o forme allo) delle for- 
me enantiomeriche L e D. Le configurazioni relative 
di tutti e quattro gli stereoisomeri della treonina sono 
indicati nella Fig. 4.14. Notate i seguenti punti. 
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Figura 4.14 Le proiezioni di Fischer dei quattro stereoisomeri della 
treonina. Le forme D ed L sono immagini speculari, come pure le 
forme p-allo- ed L-allo-. Le forme D- ed L- della treonina sono diaste- 
reomeri delle forme p- ed L-allo della treonina. 
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1. Le forme D-allo e L-allo sono immagini speculari 
l’una dell’altra, come le forme D ed L. Nessuna 
delle forme allo è simmetricamente correlata alla 
forma D o alla forma L. 

2. Al contrario delle coppie di enantiomeri, i diaste- 
reomeri sono fisicamente e chimicamente distin- 
guibili l’uno dall’altro con sistemi ordinari, come 
il punto di fusione, lo spettro di assorbimento della 
luce e la reattività chimica: essi sono composti di- 
versi in tutti i sensi. 


Quando i due centri asimmetrici sono chimicamente 
identici, si ha un caso speciale di diastereomerismo. 
Due delle quattro proiezioni di Fischer del tipo mo- 
strato nella Fig. 4.14 rappresentano la stessa moleco- 
la. Questo perché i due centri di asimmetria nella 
molecola sono immagini speculari l’uno dell’altro. 
Questa molecola è quindi sovrapponibile alla sua im- 
magine allo specchio ed è otticamente inattiva. Que- 
ste forme chiamate forme «meso» vengono dette com- 
pensate internamente. Nella Fig. 4.15 sono ripor- 
tati i tre isomeri ottici della cistina e si può osservare 
che gli isomeri D ed L sono immagini speculari l’u- 
no dell’altro, come abbiamo visto prima. Nelle pro- 
teine è presente soltanto la L-cistina. 


C. Il sistema Cahn-Ingold-Prelog 


Anche se lo schema di Fischer è sicuramente 
utile, per alcuni tipi di molecole con più di un centro 
asimmetrico esso risulta qualche volta ambiguo e sco- 
modo da usare. Per questa ragione nel 1956 Robert 
Cahn, Christopher Ingold e Vladimir Prelog formu- 
larono un nuovo tipo di nomenclatura assoluta. In 
questo sistema, i quattro gruppi che circondano un 
centro chiralico vengono classificati secondo uno sche- 
ma di priorità specifica: per primi vengono gli atomi 


Figura 4.15 | tre stereoisomeri della cistina. Le forme D ed L sono 
immagini speculari, mentre la forma meso ha una simmetria specula- 
re interna e quindi manca di attività ottica. 
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con numero atomico alto e poi quelli con numero ato- 
mico basso. Per. esempio, l’atomo di ossigeno di un 
gruppo OH viene prima dell’atomo di carbonio di 
un gruppo CH; che è legato allo stesso atomo C chi- 
ralico. Se il primo atomo di due gruppi sostituenti 
è lo stesso, la priorità tra i gruppi viene stabilita sulla 
base del numero atomico del secondo atomo, oppure 
del terzo, e così via. Quindi il gruppo CH,0H ha la 
precedenza sul gruppo CHs. Vi sono anche altre re- 
gole per stabilire le priorità di gruppi sostituenti con 
una molteplicità di legami e con isotopi diversi (que- 
ste regole sono riportate in alcune voci bibliografi- 
che alla fine del capitolo, oppure in molti testi di chi- 
mica organica). L’ordine di priorità per alcuni dei 
gruppi funzionali più comuni è 


SH>OH>NH,> C00H> CHO 
>CH:0H>CgH;>CH3>?H>'H 


Notate che ogni gruppo sostituente in un centro chi- 
ralico deve avere diversa priorità; in caso contrario 
il centro potrebbe non essere asimmetrico. 

Ai gruppi con diversa priorità vengono assegnate 
le lettere W, X, Y e Z in modo che l’origine di priori- 
tà sia W>X> Y>Z. Per stabilire la sua configurazio- 
ne, il centro chiralico viene osservato a partire dal 
gruppo Z (quello con la priorità minore). Se l’ordine 
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Figura 4.16 La formula di struttura della i-gliceraldeide e la sua equi- 
valente rappresentazione nel sistema (RS), che mostra come sia 
(Sì-gliceraldeide. Nel secondo disegno, l'atomo chiralico è rappresen- 
tato dal cerchio e l'atomo H, che sta sotto il piano del foglio è rappre- 
sentato dal cerchio concentrico più piccolo (tratteggiato). 
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Figura 4.17 La formula di struttura della r-alanina e la sua rappre 
sentazione equivalente nel sistema (RS). x 
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degli altri gruppi W —> X —> Y segue il movimen- 
to delle lancette dell’orologio, la configurazione del cen- 
tro asimmetrico viene detta (R) (dal latino: rectus, de- 
stro). Se invece l’ordine dei gruppi W—>X > Y 
è in senso contrario al movimento delle lancette del- 
l’orologio, il centro asimmetrico viene chiamato (8) (dal 
latino: sinistrus, sinistro). La L-gliceraldeide viene 
quindi detta (S)-gliceraldeide (Fig. 4.16) e analogamen- 
te l’r-alanina diventa (S)-alanina (Fig. 4.17). Tutti gli 
L-amminoacidi presenti nelle proteine sono di con- 
seguenza (S)-amminoacidi, con la sola eccezione del- 
la L-cisteina che è (R)-cisteina. 
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Figura 4.18 Diagrammi delle proiezioni di Newman degli stereoiso- 
meri della treonina e della isoleucina presenti nelle proteine. Qui 
il legame C,—Cg è proiettato verticalmente. L'atomo C, è rappre- 
sentato dalla confluenza delle tre linee di legame dei suoi sostituenti; 
il Cg è invece rappresentato dal cerchio, da cui escono le proiezioni 
dei suoi sostituenti. 


Il maggiore vantaggio di questo sistema detto di 
Cahn-Ingold-Prelog oppure sistema (RS) è dato 
dal fatto che la chiralità dei composti con più centri 
asimmetrici può essere descritta senza ambiguità. 
Quindi, nel sistema (RS) l’L-treonina diventa (25, 3R)- 
treonina e l’L-isoleucina è (25, 35}-isoleucina (Fig. 4.18). 


I centri prochiralici 
hanno sostituenti distinguibili 


Due gruppi sostituenti chimicamente identici le- 
gati ad un centro chiralico sono geometricamente di- 
stinti; cioè il centro non ha una simmetria rotaziona- 
le e potrebbe essere designato in modo non ambiguo 
sia di tipo (S) e sia di tipo (R). Consideriamo per esem- 
pio i sostituenti dell'atomo C(1) dell’etanolo (il grup- 
po CH2). Se uno di questi atomi di idrogeno venisse 
convertito in un altro atomo o in gruppo funzionale 
(diverso però da CH; o da OH), l’atomo C(1) divente- 
rebbe un centro chiralico. I due atomi di idrogeno 
vengono quindi detti prochiralici. Se ora noi asse- 
gnamo arbitrariamente i pedici a e b agli atomi di 
idrogeno (Fig. 4.19), Hy viene detto pro-R in quan- 


Gli amminoacidi ‘75 


© 88-08-10533-5 
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Figura 4.19 Viste dell’etanolo: (a) guardando dal C(1) all’atomo H,, 
l'atomo pro-S. (b) guardando dal C(1) all’atomo HL, l'atomo H pro-R. 
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Figura 4.20 Viste dell’acetaldeide dalla faccia re (a) e dalla faccia si (b). 


to, utilizzando H, come il gruppo Z di un centro 
chiralico, la priorità degli altri sostituenti diminuisce 
nella direzione seguita dalle lancette dell’orologio. L’a- 
tomo Hy viene ovviamente detto pro-S. 

Anche gli oggetti planari senza simmetria rotazio- 
nale hanno proprietà prochiraliche. Per esempio, in 
molte reazioni enzimatiche l’addizione stereospecifi- 
ca ad un atomo di carbonio trigonale avviene da un 
particolare lato di quell’atomo in modo da generare 
un centro chiralico (paragrafo 12.2A). Se un atomo 
di carbonio trigonale è posto di faccia all’osservato- 
re, in modo che l’ordine della priorità dei suoi sosti- 
tuenti diminuisca verso destra (nel senso dell’orolo- 
gio) (Fig. 4.20a), quella faccia viene detta faccia re 
(da rectus, destro). La faccia opposta viene chiamata 
faccia si (da sinistrus) poiché le priorità dei sosti- 
tuenti in questo caso decrescono spostandosi verso 
sinistra (in senso contrario all’orologio) (Fig. 4.20D). 
Se confrontiamo le Figg. 4.19a e 4.20a, possiamo os- 
servare che un atomo di idrogeno aggiunto alla fac- 
cia re dell'atomo di carbonio C(1) dell’acetaldeide oc- 
cupa la posizione pro-R del risultante centro tetrae- 
drico. Al contrario, si viene a generare un atomo di 
idrogeno pro-S dalla aggiunta alla faccia si di questo 
centro trigonale (Fig. 4.19b e Fig. 4.20b). 

Il sistema (RS) non è al momento molto usato in 
biochimica probabilmente perché i composti tra lo- 
ro molto simili hanno la stessa rappresentazione con- 
formazionale secondo la convenzione di Fischer, men- 
tre possono avere rappresentazioni diverse con il si- 
stema (RS). Di conseguenza, useremo nella maggior 
parte dei casi la convenzione di Fischer. Il sistema 


(RS) è però indispensabile per descrivere la prochi- 
ralità e le reazioni stereospecifiche e vedremo che 
questo sistema diventa insostituibile quando analiz- 
zeremo le reazioni enzimatiche. 


D. Chiralità e biochimica 


La sintesi chimica ordinaria delle molecole chi- 
raliche produce sempre miscele racemiche di que- 
ste molecole (uguali quantità di ogni membro della 
coppia di enantiomeri), in quanto i processi chimici 
e fisici non hanno predisposizioni stereochimiche. Vi 
sono di conseguenza uguali possibilità che un centro 
asimmetrico possa acquisire proprietà di un tipo o 
dell’altro. Per produrre un composto con una attivi- 
tà ottica netta, bisogna usare un processo chiralico. 
Questo di solito avviene mediante l’uso di reagenti 
chiralici, anche se, almeno in linea di principio, l’uso 
di una qualche influenza asimmetrica come la luce 
il cui piano è polarizzato in una sola direzione po- 
trebbe produrre una asimmetria netta nei prodotti 
della reazione. 

Una delle caratteristiche più sorprendenti degli es- 
seri viventi è data dalla loro capacità di produrre mo- 
lecole otticamente attive. La biosintesi di una sostan- 
za che possiede centri asimmetrici produce sempre un 
solo stereoisomero puro. Il fatto che tutti i residui am- 
minoacidici di una proteina abbiano la configurazio- 
ne L è un esempio di questo fenomeno. Questa os- 
servazione ha portato a formulare un suggerimento 
per un semplice test diagnostico per stabilire l’esi- 
stenza di una forma di vita presente o passata nelle 
rocce lunari o nelle meteoriti che sono cadute sulla 
Terra; cioè la ricerca in questi materiali di un’attivi- 
tà ottica netta. Una scoperta di questo genere avreb- 
be suggerito la presenza di molecole asimmetriche 
di origine biosintetica. Anche se dalle meteoriti con- 
tenenti carbonio sono stati estratti ed identificati 
a-amminoacidi, il fatto che essi erano sempre pre- 
senti come miscele racemiche ci dice che la loro ori- 
gine è molto probabilmente chimica e non biologica. 

Uno degli enigmi dell’origine della vita sulla Terra 
si basa proprio sul fatto che solo certe molecole chi- 
raliche e non i due enantiomeri sono stati utilizzati 
dagli organismi viventi; ad esempio, gli L-ammino- 
acidi, ma non i p-amminoacidi. Non sono molto con- 
vincenti le argomentazioni sugli effetti che la luce 
polarizzata avrebbe avuto sull’asimmetria netta del- 
le molecole sintetizzate nelle condizioni prebiotiche 
(paragrafo 1.4B). Forse tutto dipende dal fatto che 
le forme di vita basate sugli L-amminoacidi si sono 
semplicemente «mangiate» tutte le forme di vita ba- 
sate sui D-amminoacidi. 
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sintesi della catena polipeptidica. Quei residui che sono modificati 
nella posizione N, corrispondono al residuo N-terminale della pro- 
teina di cui fanno parte. 


Figura 4.21 Alcuni dei residui amminoacidici non comuni presenti 
in certi tipi di proteine. Tutti questi residui sono stati ottenuti per 
modificazione di uno dei venti amminoacidi standard, dopo la bio- 
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Figura 4.22 Alcuni derivati degli amminoacidi standard prodotti bio- 
logicamente e altri amminoacidi non presenti nelle proteine. 
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3. GLI AMMINOACIDI 
«NON STANDARD» 


A. Derivati degli amminoacidi nelle proteine 


[a06]I venti amminoacidi più comuni non sono gli 
unici amminoacidi presenti nei sistemi biologici. Am- 
minoacidi «non standard» sono spesso costituenti im- 
portanti delle proteine e polipeptidi biologicamente 
attivi. Molti amminoacidi, tuttavia, non sono costi- 
tuenti delle proteine; insieme ai loro derivati gioca- 
no una varietà di ruoli biologicamente importanti. 

Il codice genetico «universale», che è praticamente 
uguale in tutte le forme di vita conosciute (paragrafo 
30.1), specifica soltanto i venti amminoacidi della Ta- 
bella 4.1. Non di meno, molti altri tipi di amminoaci- 
di, alcuni dei quali sono riportati nella Fig. 4.21, sono 
pure presenti nelle proteine. In tutti i casi conosciuti, 
meno uno (paragrafo 30.2D), questi amminoacidi in- 
soliti derivano da specifiche modificazioni di un resi- 
duo amminoacidico dopo che la sintesi della catena 
polipeptidica ha avuto luogo. La 4-idrossiprolina e 
la 5-idrossilisina sono tra gli esempi più importanti. 
Entrambi questi amminoacidi sono costituenti strut- 
turali della proteina fibrosa collageno, la proteina più 
abbondante nei mammiferi (paragrafo 7.20). Sono spes- 
so modificati anche alcuni degli amminoacidi delle pro- 
teine che formano complessi con gli acidi nucleici. Per 
esempio, le proteine ribosomiali (paragrafo 30.3A) e 
le proteine cromosomiche conosciute come istoni (pa- 
ragrafo 33.14) possono essere specificamente metila- 
te, acetilate, e/o fosforilate. Alcuni di questi derivati 
di amminoacidi sono raccolti nella Fig. 4.21. 

L’N-formilmetionina è il residuo amminoacidico 
con cui inizia la sintesi di tutte le proteine dei proca- 
rioti, ma viene di solito rimosso durante il processo 
di maturazione della proteina (paragrafo 30.3C). Il 
y-carbossiglutammato è un costituente di alcune pro- 
teine coinvolte nella coagulazione del sangue. 


B. Funzioni specializzate 
degli amminoacidi 


A parte il loro ruolo nelle proteine, gli ammi- 
noacidi e i loro derivati hanno anche altre funzioni 
biologicamente importanti. Alcuni esempi sono ri- 
portati nella Fig. 4.22. L’uso alternativo degli ammi- 


noacidi è un esempio dell’opportunismo biologico che, 
come vedremo, incontreremo spesso: la natura ten- 
de ad adattare i materiali ed i processi che essa pos- 
siede a nuove funzioni. 

Gli amminoacidi ed i loro derivati hanno spes- 
so ruoli di messaggeri chimici nelle comunicazio- 
ni tra cellule. Per esempio, la glicina, l’acido 
y-amminobutirrico (GABA, un prodotto della de- 
carbossilazione del glutammato) e la dopammina (un 
prodotto della tirosina) sono neurotrasmettitori (so- 
stanze rilasciate dalle cellule nervose che alterano il 
comportamento delle cellule vicine; paragrafo 34.40); 
l’istammina (prodotto di decarbossilazione dell’isti- 
dina) è un potente mediatore locale delle reazioni al- 
lergiche; la tiroxina (un derivato della tirosina) è un 
ormone tiroideo contenente iodio che stimola il me- 
tabolismo nei vertebrati (paragrafo 34.44). 

Alcuni tipi di amminoacidi sono importanti inter- 
medi in vari processi metabolici. Tra questi ammi- 
noacidi vi sono la citrullina e l’ornitina, intermedi 
della biosintesi dell’urea (paragrafo 24.2B), l’omoci- 
steina, un intermedio del metabolismo degli ammi- 
noacidi (paragrafo 24.3E) e l’S-adenosilmetionina, 
un reagente per le metilazioni biologiche (paragrafo 
24.3E). 

La diversità della natura è rimarchevole. Nelle va- 
rie piante e nei funghi sono stati trovati circa 250 
tipi diversi di amminoacidi. Per la maggior parte, 
la funzione biologica è ancora oscura, anche se il fat- 
to che molti siano tossici suggerisce che possano ave- 
re un ruolo protettivo. Infatti, alcuni di questi ammi- 
noacidi, come l’azaserina, sono usati in medicina co- 
me antibiotici. Molti sono dei derivati semplici dei 
venti amminoacidi «standard», ma alcuni come l’aza- 
serina e la B8-cianoalanina (Fig. 4.22) hanno struttu- 
re insolite. 

Anche se solo gli Lamminoacidi sono presenti nelle 
proteine, i p-amminoacidi sono presenti in molti or- 
ganismi. Questi composti, che vengono appositamente 
sintetizzati, sono distribuiti nel mondo naturale so- 
prattutto come costituenti della parete cellulare dei 
batteri (paragrafo 10.3B). La loro è probabilmente una 
funzione difensiva, in quanto rendono la parete bat- 
terica meno sensibile all’attacco delle peptidasi (en- 
zimi che idrolizzano il legame peptidico), che molti 
organismi utilizzano per distruggere le pareti batte- 
riche. I p-amminoacidi sono componenti anche di al- 
cuni antibiotici, come la valinomicina (paragrafo 
18.2C), l’actinomicina D (paragrafo 29.2D) e la gra- 
micidina S (paragrafo 30.7). 
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Le proteine sono polimeri lineari sintetizzati a 
partire da venti a-amminoacidi «standard», median- 
te la loro condensazione che porta alla formazione 
di legami peptidici. Tutti questi amminoacidi hanno 
un gruppo carbossilico con valore di pK intorno a 2,2 
ed un sostituente amminico con un pK di circa 9,4; 
entrambi i gruppi sono legati allo stesso atomo di 
carbonio, l’atomo Cy. Gli a-amminoacidi sono com- 
posti switterionici, + H3N-CHR—COO7, nelle condi- 
zioni fisiologiche di pH. I vari amminoacidi sono di 
solito classificati sulla base della polarità della loro 
catena laterale, che è anch’essa un sostituente dell’a- 
tomo Ca. La glicina, l’alanina, la valina, la leucina, 
l’isoleucina, la metionina, la prolina (che in realtà 
è un a-imminoacido), la fenilalanina ed il triptofano 
sono amminoacidi non polari; la serina, la treonina, 
l’asparagina, la glutammina, la tirosina e la cisteina 
sono amminoacidi con catena laterale polare non ca- 
rica; la lisina, l’arginina, l’istidina, l’acido aspartico 
e l’acido glutammico sono amminoacidi con catena 
laterale polare e carica. La catena laterale di alcuni 
amminoacidi possiede gruppi acido-base e quindi le 
proteine che li contengono sono influenzabili dal pH. 
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Gli atomi Cy di tutti gli a-amminoacidi, eccetto 
la glicina, hanno quattro sostituenti e quindi sono 
centri chiralici. Secondo la convenzione di Fischer, 
che mette in relazione la configurazione della D- o 
L-gliceraldeide con quella dei centri asimmetrici da 
studiare, tutti gli amminoacidi delle proteine hanno 
la stessa configurazione assoluta intorno all’atomo 
Ca. Invece secondo il sistema Cahn-Ingold-Prelog (RS) 
per la nomenclatura della chiralità, tutti gli ammi- 
noacidi, meno la cisteina, sono (S)--amminoacidi. Le 
catene laterali della treonina e dell’isoleucina conten- 
gono altri centri chiralici. Un centro prochiralico non 
ha una simmetria di rotazione e quindi i suoi sosti- 


| tuenti, nel caso di un atomo centrale, o le sue facce 


nel caso di un anello planare, diventano distinguibili. 

Alcuni residui amminoacidici, diversi dai venti uti- 
lizzati per la sintesi delle proteine, hanno pure im- 
portanti funzioni biologiche. Questi amminoacidi «non 
standard» sono prodotti da specifiche modificazioni 
dei residui amminoacidici che preesistevano nelle pro- 
teine. Gli amminoacidi e alcuni loro derivati hanno 
funzioni biologiche indipendenti, ad esempio come neu- 
rotrasmettitori, intermedi metabolici, oppure veleni. 


MEISTER, A., (1965), Biochemistry of amino acids, 2? ed., 
Vol. 1, Academic Press. 
Una raccolta di informazioni sulle proprietà degli am- 
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PROBLEMI 


*T7. 


Dite il nome dei venti amminoacidi standard e le cor- 
rispondenti abbreviazioni a tre e ad una lettera. 


Scrivete i seguenti oligopeptidi nelle forme predo- 
minanti a pH 7. (a) Phe-Met-Arg, (b) acido triptofa- 
nillisilaspartico e (c) Gln-Ile-His-Thr. 


Quanti diversi pentapeptidi si possono ottenere dai 
seguenti amminoacidi: Gly, Asp, Tyr, Cys e Leu? 
(Ogni residuo è rappresentato una sola volta.) 


Scrivete la struttura dei due oligopeptidi seguenti con 
i residui di cisteina legati tra loro con un ponte disol- 
furo: Val-Cys; Ser-Cys-Pro. 


Qual è la concentrazione delle varie specie ioniche 
in una soluzione 0,1m di lisina a pH 4, pH 7 e pH 10? 


Derivate l’equazione [4.1] per un acido monoammi- 
nico monocarbossilico (usate l’equazione di 
Henderson-Hasselbalch). 


Il punto isoionico di un composto è definito come 
il pH di una soluzione acquosa pura del composto. 
Qual è il punto isoionico di una soluzione 0,1m di 
glicina? 


L’emoglobina umana normale ha un punto isoelet- 
trico di 6,87. Una varietà mutante di emoglobina, 
nota come emoglobina delle cellule falciformi, ha 
un punto isoelettrico di 7,09. La curva di titolazione 
dell’emoglobina indica che, in questo ambito del pH, 
vi sono circa 13 variazioni dello stato di ionizzazione 
per unità di pH. Calcolate la differenza nella carica 


10. 


ionica tra le molecole di emoglobina normale e quel- 
la delle cellule falciformi. 


Stabilite se i seguenti oggetti familiari sono chiralici, 
prochiralici o non chiralici: 
(a) un guanto; 

(b) una palla da tennis; 

(c) un buon paio di forbici; 
(d) una vite; 

(e) questa pagina; 

(f) un rotolo di carta igenica; 
(g) un fiocco di neve; 
(h) una scala a chiocciola; 

(i) una scala normale; 

() una graffetta; 

(k) una scarpa; 

(D un paio di occhiali. 


Scrivete le quattro formule equivalenti delle proie- 


zioni di Fischer per l’L-alanina (vedi Figg. 4.11 e 
4.12). 


*11. (a) Scrivete la formula di struttura e la formula del- 


*12. 


la proiezione di Fischer del (S)-3-metilesano. (b) Scri- 
vete tutti gli sterecisomeri del 2,3-diclorobutano. 
Scrivete il loro nome secondo il sistema (RS) ed in- 
dicate quale ha la forma meso. 


Identificate i centri o le facce prochiraliche delle 
seguenti molecole: 

(a) acetone; (c) glicina; (e) lisina; 

(b) propene; (d) alanina; (9) 3-metilpiridina. 
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Tecniche 

per la 
purificazione 
delle proteine 


Una grande parte del lavoro negli studi biochi- 
mici è rappresentato dalla purificazione dei materia- 
li che si stanno analizzando, in quanto solo se queste 
sostanze sono relativamente prive di contaminanti 
possono essere caratterizzate correttamente. Spesso 
questa necessità rappresenta uno sforzo considere- 
vole: infatti per rendersi conto delle possibili diffi- 
coltà basta pensare che una cellula contiene migliaia 
di sostanze diverse, molte delle quali hanno proprie- 
tà fisiche e chimiche simili tra loro. Il materiale da 
studiare può essere instabile oppure essere presente 
in quantità piccolissime. Di solito, una sostanza che 
rappresenta meno dello 0,1% del peso secco di un 
tessuto viene portata ad un livello di purificazione 
del 98%. Una purificazione di questo genere verreb- 
be considerata impensabile dalla maggioranza dei chi- 
mici specialisti in sintesi. Non è quindi sorprendente 
che la nostra conoscenza dei processi biochimici sia 
proceduta in parallelo con la nostra capacità di puri- 
ficare i materiali biologici. 

In duesto capitolo daremo uno sguardo alle tecni- 
che più comunemente usate per l’isolamento, la pu- 
rificazione e, sotto alcuni aspetti, per la caratterizza- 
zione delle proteine e di altri tipi di molecole biolo- 
giche. Questi metodi sono stati alla base del lavoro 
pratico quotidiano dei biochimici e molte di queste 
tecniche sono ora utilizzate per scopi clinici. La com- 
prensione dei metodi descritti in questo capitolo è ne- 
cessaria per potere apprezzare il significato e le limi- 
tazioni delle informazioni presenti in questo testo. Il 
materiale raccolto in questo capitolo deve quindi es- 
sere considerato quasi un riferimento da consultare 
quando si comincerà a studiare gli altri capitoli. Le 
tecniche che sono usate specificamente per la purifi- 
cazione di molecole biologiche diverse dalle proteine 
sono descritte nei capitoli che trattano di queste mo- 
lecole. 
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1. IIOLAMENTO DELLE PROTEINE 


Le proteine costituiscono la classe di molecole 
più rappresentate in tutti gli organismi. Una partico- 
lare proteina, come l’emoglobina nei globuli rossi 
del sangue, può essere il principale costituente di un 
tessuto. Al contrario, una proteina come il repres- 
sore lac dell’E. coli (paragrafo 29.3B) è presente solo 
in poche copie per cellula. Per purificare questi due 
tipi di proteine vengono usate le stesse tecniche, an- 
che se tanto più bassa è la concentrazione iniziale, 
tanto più complicato è isolare in forma pura la no- 
stra proteina. 

In questo paragrafo discuteremo gli accorgimenti 
ed i trattamenti che possono subire le proteine e ana- 
lizzeremo una strategia generale da seguire per la 
loro purificazione. Per molte proteine, l’isolamento 
e il procedimento di purificazione costituiscono un 
lavoro che richiede giorni di sforzi per ottenere alla 
fine soltanto pochi milligrammi, o addirittura meno, 
del prodotto desiderato. Come vedremo, le tecniche 
analitiche moderne hanno raggiunto un elevato gra- 
do di sensibilità e molto spesso questa piccola quanti- 
tà di materiale è sufficiente alla caratterizzazione della 
proteina sotto numerosi aspetti. Potrete inoltre nota- 
re che le tecniche descritte in questo capitolo sono 
applicabili alla separazione dei tipi principali di mo- 
lecole biologiche. 


A. Scelta della fonte della proteina 


Proteine con funzioni identiche sono presenti 
in genere in una varietà di tessuti ed organismi di- 
versi. Per esempio, la maggior parte degli enzimi che 
mediano i processi metabolici di base oppure che so- 
no coinvolti nell’espressione e nella trasmissione del- 
le informazioni genetiche sono comuni a tutte le for- 
me di vita. Ovviamente vi sono considerevoli diffe- 
renze nelle proprietà di una particolare proteina ot- 
tenuta da fonti diverse. Infatti, nei diversi tessuti di 
un organismo o anche nei diversi compartimenti di 
una stessa cellula, possono essere presenti varianti 
della stessa proteina. Quindi, se è possibile effettuare 
una scelta, l'isolamento di una proteina diventerà più 
facile scegliendo opportunamente la fonte della pro- 
teina stessa. Questa scelta deve basarsi su alcuni cri- 
teri come la possibilità di reperire sufficienti quanti- 
tà di tessuto da cui si vuole purificare la proteina, 
la quantità di proteina presente in questo tessuto ed 
alcune proprietà specifiche della proteina da purifi- 
care che aiutino la sua stabilizzazione ed il suo isola- 
mento. I tessuti normalmente scelti per questo scopo 


sono quelli degli animali domestici come il pollo, la 
mucca, il maiale, oppure il ratto. Come fonti alterna- 
tive possono essere utilizzati anche i microorgani- 
smi come l’E. coli o il lievito di birra (Saccharomyices 
cerevisiae). Vedremo in seguito che sono state studia- 
te proteine ottenute da una grande varietà di organi- 
smi. 

Lo sviluppo recente della tecnica di clonazione 
molecolare (paragrafo 28.8) ha generato un sistema 
completamente nuovo di produzione delle proteine. 
Praticamente qualunque proteina codificata da un ge- 
ne può essere isolata dal suo organismo, modificata 
specificamente (mediante ingegneria genetica) se è 
necessario e poi espressa ad elevati livelli (sovrap- 
produzione) in organismo adatto come l’E. coli oppu- 
re il lievito. La proteina clonata può costituire più 
del 40% delle proteine totali di queste cellule. Livelli 
di produzione così elevati rendono più facile la puri- 
ficazione della proteina in questione sia dalle cellule 
che dall’organismo originale (in cui di solito è pre- 
sente in quantità molto piccole). 


B. Metodi di solubilizzazione 


La prima tappa del procedimento di isolamen- 
to di una proteina o di qualsiasi altra molecola biolo- 
gica è quella di portarla in soluzione. In alcuni casi, 
come per le proteine del siero sanguigno, la natura 
ha già svolto per noi questo lavoro. La maggior parte 
delle proteine deve però essere liberata dalle cellule 
che la contiene. I metodi che possiamo utilizzare a 
questo scopo dipendono dalle caratteristiche mecca- 
niche del tessuto che stiamo usando e dalla localizza- 
zione della proteina in esame nella cellula. 

Se la proteina che ci interessa è localizzata nel cito- 
sol della cellula, la sua liberazione richiede soltanto 
l’apertura (lisi) della cellula. Il metodo più semplice 
e meno traumatico per ottenere ciò è quello noto co- 
me lisi osmotica, in cui la cellula viene posta in una 
soluzione ipotonica, cioè in una soluzione in cui 
la concentrazione totale dei soluti è più bassa di quella 
presente nella cellula in condizioni fisiologiche. Sot- 
to l’influenza della forza osmotica, l’acqua diffonde 
nella soluzione intracellulare più concentrata, causan- 
do il rigonfiamento e l’esplosione della cellula. Que- 
sto metodo è particolarmente idoneo per le cellule 
di origine animale, ma è inefficace con le cellule che 
possiedono una parete cellulare come i batteri e le 
cellule vegetali. In questi casi è più efficace l’uso di 
un enzima come il lisozima che degrada chimica- 
mente la parete cellulare dei batteri (paragrafo 14.2). 
Per la lisi cellulare possono essere utilizzati anche 
solventi organici (acetone o toluene) ma bisogna sta- 
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re molto attenti in queste condizioni, in quanto i sol- 
venti organici possono denaturare anche la proteina 
che ci interessa (paragrafo 7.4E). 

Molti tipi di cellule hanno bisogno di essere aperte 
mediante una sorta di distruzione meccanica. Questi 
trattamenti comprendono la macinazione in presen- 
za di sabbia o di allumina, l’uso di macinatori con 
lame ad elevata velocità (che ricordano molto da vi- 
cino quelli usati in cucina), di omogenizzatori (appa- 
recchietti in cui il tessuto viene schiacciato nello stret- 
to spazio tra un pestello rotante e le pareti del reci- 
piente, di solito di vetro), di una pressa (uno stru- 
mento che apre le cellule forzandone il passaggio ad 
alta pressione attraverso un piccolo orifizio), oppure 
della sonicazione, con cui le cellule vengono rotte dalle 
vibrazioni ultrasoniche. Una volta che le cellule sono 
state rotte, il lisato grezzo può essere filtrato o cen- 
trifugato per allontanare le parti di cellule ancora 
intatte, lasciando quindi la proteina che ci interessa 
nel sopranatante. 

Se questa proteina è un componente di una strut- 
tura subcellulare come la membrana o i mitocondri, 
è possibile ottenere un considerevole grado di purifi- 
cazione della proteina in esame separando per pri- 
ma cosa la struttura subcellulare da tutto il materiale 
cellulare. Ciò può essere effettuato mediante la cen- 
trifugazione differenziale, un processo in cui il 
lisato cellulare viene centrifugato ad una velocità che 
determina la sedimentazione soltanto dei componen- 
ti cellulari più densi, seguita da una seconda centri- 
fugazione che sedimenta gli organelli meno densi. 
La proteina viene poi solubilizzata dal componente 
cellulare purificato mediante una estrazione con so- 
luzioni saline’ concentrate oppure, nel caso che la pro- 
teina sia saldamente legata alla membrana, con de- 
tergente o con solventi organici, come il butanolo o 
il glicerolo, che solubilizzano i lipidi. 


C. Stabilizzazione delle proteine 


Quando una proteina viene tolta dal suo am- 
‘biente naturale, diventa esposta a molti agenti chi- 
mici che possono danneggiarla irreversibilmente. 
Queste influenze esterne devono essere opportuna- 
mente controllate ad ogni tappa del processo di puri- 
ficazione altrimenti la resa potrà essere molto bassa 
o addirittura la proteina che ci interessa potrebbe 
essere completamente eliminata. 

L’integrità strutturale di molte proteine dipende 
dalle condizioni di pH, come conseguenza del gran 
numero di gruppi acido-base di solito presenti nella 
molecola proteica. Per prevenire danni al materiale 
biologico dovuto a variazioni nel pH, le proteine ven- 


© 88-08-10538-5 


gono disciolte in soluzioni tampone che funzionano 
nel campo di valori di pH in cui esse sono stabili. 

Le proteine sono facilmente distrutte dalle tempe- 
rature elevate. Anche se la stabilità termica delle pro- 
teine varia considerevolmente, molte di queste mo- 
lecole iniziano a denaturare a temperature superiori 
ai 25 °C. La purificazione delle proteine viene di con- 
seguenza condotta ad una temperatura intorno a 0 °C. 
Vi sono però alcune proteine che richiedono per la 
loro stabilità temperature molto basse, a volte infe- 
riori anche a — 100 °C. Altre proteine note come la- 
bili a freddo diventano instabili al di sotto di una 
temperatura caratteristica. 

La stabilità termica di una proteina può essere qual- 

che volta utilizzata per trarre vantaggi per la sua 
purificazione. Una proteina stabile al calore presente 
in un omogenato grezzo può essere facilmente puri- 
ficata mediante un breve riscaldamento della solu- 
zione proteica che denaturi e precipiti la maggior 
parte delle proteine contaminanti, senza provocare 
danni alla proteina che ci interessa. 
Le cellule contengono le proteasi (enzimi che 
catalizzano la rottura dei legami peptidici delle pro- 
teine) ed altri enzimi degradativi che dopo la lisi cel- 
lulare vengono liberati nella soluzione insieme alla 
proteina che vogliamo studiare. Bisogna impedire che 
la nostra proteina venga danneggiata da questi enzi- 
mi. Spesso gli enzimi degradativi possono essere resi 
inattivi in condizioni di pH e di temperatura che non 
sono invece pericolosi per la proteina da purificare. 
Alternativamente questi enzimi possono essere ini- 
biti da agenti chimici, che devono essere però inatti- 
vi sulla nostra proteina. Man mano che la purifica- 
zione procede, molti di questi enzimi degradativi ven- 
gono eliminati. 

Alcune proteine sono più resistenti di altre alla de- 
gradazione proteolitica. La purificazione di una pro- 
teina particolarmente resistente alle proteasi può es- 
sere effettuata in condizioni in cui le proteasi posso- 
no essere attive. Questa tecnica chiamata anche au- 
tolisi semplifica la purificazione della proteina resi- 
stente, in quanto è in genere più semplice allontana- 
re selettivamente i prodotti di degradazione delle pro- 
teine contaminanti che queste stesse proteine nella 
loro forma nativa. 

Le proteine sono spesso più facilmente denaturabi- 
li a bassa concentrazione proteica e dal contatto con 
le superfici delle soluzioni esposte all’aria; per questi 
motivi le proteine devono essere conservate e ma- 
neggiate in soluzioni relativamente concentrate e bi- 
sogna evitare la formazione di schiuma. Vi sono ov- 
viamente altri fattori che influenzano la stabilità del- 
le proteine come l’ossidazione di residui di cisteina 
che genera ponti disolfuro, la contaminazione da me- 
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talli pesanti che si legano irreversibilmente alle pro- 
teine, la concentrazione salina e la polarità della so- 
luzione che deve essere mantenuta nel campo di sta- 
bilità della proteina. Infine, molti microorganismi con- 
siderano le proteine un ottimo alimento e quindi bi- 
sogna evitare durante la conservazione delle protei- 
ne la crescita di batteri, usando opportuni inibitori. 


D. Dosaggio delle proteine 


Per poter purificare una qualsiasi sostanza, è ne- 
cessario trovare un metodo che ci possa rivelare quan- 
titativamente la sua presenza. Una proteina raramen- 
te rappresenta più di pochi punti in percentuale del 
peso del tessuto originale, anzi di solito è presente in 
quantità molto più basse. Una grossa frazione del ma- 
teriale che abbiamo estratto è simile però alla protei- 
na che ci interessa. Un metodo di dosaggio deve quin- 
di essere specifico per la proteina da purificare e mol- 
to sensibile per rivelarne la presenza anche in tracce. 
Inoltre il dosaggio deve essere semplice e facilmente 
attuabile, in quanto deve essere ripetuto numerose vol- 
te durante le varie tappe del processo di purificazione. 

Tra i dosaggi di proteine più diretti vi sono quelli 
degli enzimi che catalizzano reazioni i cui prodotti 
possono essere facilmente valutati. Appartengono a 
questa categoria prodotti che per esempio abbiano 
assorbimenti spettroscopici caratteristici oppure un’e- 
missione di fluorescenza che possa essere misurata. 
Alternativamente la reazione enzimatica può consu- 
mare o generare un acido e quindi l'enzima può es- 
sere dosato con una titolazione acido-basica. Se il pro- 
dotto di una reazione enzimatica non è facilmente 
quantificabile, la sua presenza può essere rivelata me- 
diante un altro trattamento chimico che lo converta 
in un derivato con proprietà idonee a quelle deside- 
rate. A questo scopo spesso vengono usate le reazio- 
ni enzimatiche accoppiate, in cui il prodotto di 
un enzima che deve essere dosato viene convertito 
da un altro enzima che abbiamo aggiunto in una so- 
stanza più conveniente. 

Le proteine che non sono enzimi possono essere 
dosate mediante la valutazione dei loro effetti biolo- 
gici. Per esempio, la presenza di un ormone può es- 
sere rivelata dai suoi effetti su alcuni campioni di 
un tessuto standard oppure su un intero organismo. 


Questo tipo di dosaggio è di norma un procedimento ‘ 


molto lungo, in quanto per ottenere la risposta biolo- 
gica sono necessari anche giorni. La loro riproduci- 
bilità è molto spesso poco soddisfacente per il com- 
portamento molto complesso degli organismi viven- 
ti. Questi dosaggi vengono quindi utilizzati soltanto 
Quando non esiste altra alternativa. 


Tecniche immunochimiche 
consentono di determinare 
piccole quantità di una specifica proteina 


Le tecniche immunochimiche ci consentono di 
dosare le proteine con un elevato grado di sensibilità 
e di discriminazione. Questi metodi utilizzano anti- 
corpi, proteine prodotte dal sistema immunitario di 
un animale in risposta all’introduzione di una pro- 
teina estranea e che si legano specificamente alla pro- 
teina estranea (gli anticorpi ed il sistema immunita- 
rio saranno discussi nel paragrafo 34.2). 

Gli anticorpi, estratti dal siero sanguigno di un ani- 
male che è stato immunizzato contro una particolare 
proteina, sono i prodotti di molte cellule diverse ca- 
paci di sintetizzarli. Essi sono quindi una miscela ete- 
rogenea di molecole con diversa specificità e affinità 
di legame per la loro proteina bersaglio. Le cellule 
che producono anticorpi muoiono dopo poche divi- 
sioni cellulari e non possono essere coltivate (clonate) 
per ottenere un singolo anticorpo in buone quantità. 
Questi anticorpi monoclonali possono essere otte- 
nuti fondendo la cellula che produce l’anticorpo de- 
siderato con una cellula di un cancro del sistema im- 
munitario, noto come mieloma (paragrafo 34.2B). La 
risultante cellula di ibridoma ha una capacità illimi- 
tata di dividersi e, quando viene coltivata, produce 
grandi quantità dell’anticorpo monoclonale. 

Una proteina può essere determinata mediante la 
sua precipitazione operata dal corrispondente anticor- 
po oppure con una tecnica chiamata dosaggio ra- 
dioimmunologico, con cui viene valutata indiretta- 
mente, mediante la competizione per il legame all’an- 
ticorpo con uno standard radioattivo della stessa pro- 
teina (paragrafo 43.4A). Nel dosaggio con l’immunoas- 
sorbente legato ad un enzima (ELISA, Fig. 5.1); 


1. L’anticorpo contro la proteina che si deve dosare 
viene immobilizzato su un supporto inerte come 
il polistirene. 

2. La soluzione della proteina che deve essere dosa- 
ta viene messa in contatto con la superficie rive- 
stita dall’anticorpo immobilizzato in condizioni 
che favoriscano il legame della proteina all’anti- 
corpo. 

3. Il complesso proteina-anticorpo che si è formato 
viene fatto reagire con un secondo anticorpo speci- 
fico per la proteina e che può essere determinato 
mediante l’enzima a cui è legato covalentemente. 

4. Dopo aver lavato ed allontanato tutto l’anticorpo 
con l’enzima legato che non ha reagito, viene do- 
sata l’attività dell'enzima presente nel complesso 
immobilizzato anticorpo-proteina-anticorpo-enzi- 
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1 iImmobilizzare il 
primo anticorpo 
su un supporto 
solido Primo 


anticorpo 


2 incubare con 
il campione conte- 
nente la proteina 


3 Aggiungere il secondo 
anticorpo a cui è stato 
legato un enzima dosabile 


4 Lavare e dosare 
l'enzima 


Secondo 
anticorpo 


Figura 5.1 Un dosaggio ELISA (immunoassorbenti con legato un enzi- 
ma). 


ma; questa determinazione ci dirà anche la quan- 
tità di proteina presente. . 


I dosaggi radioimmunologici e quelli tipo ELISA so- 
no largamente usati per determinare le concentra- 
zioni di specifiche proteine e di altre sostanze biolo- 
giche sia in laboratori di ricerca che in quelli clinici. 
Per esempio, il test di gravidanza più comune oggi, 
in grado di rivelare una positività pochi giorni dopo 
il concepimento, utilizza un sistema ELISA per de- 
terminare l’ormone della placenta gonadotropina 
corionica (paragrafo 34.4A) nelle urine materne. 
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E. Strategia generale 
per la purificazione delle proteine 


Il fatto che le proteine fossero sostanze chimi- 
che ben definite non è stato accettato per intero fino 
a che nel 1926 James Sumner non cristallizzò la pri- 
ma proteina, l’ureasi del fagiolo. Prima si pensava 
che l’elevata massa molecolare delle proteine deri- 
vasse da una aggregazione colloidale di sostanze mal 
definite e misteriose con una piccola massa moleco- 
lare. Una volta che si comprese che era possibile, in 
linea di principio, purificare le proteine il lavoro pro- 
cedette molto speditamente. 

Nella prima metà del ventesimo secolo i metodi di- 
sponibili per la purificazione delle proteine erano 
estremamente grossolani rispetto a quelli utilizzati 
ai nostri giorni. La purificazione delle proteine era 
un lavoro molto arduo, che rasentava più l’arte che 
la scienza. Di solito lo sviluppo di un procedimento 
di una purificazione soddisfacente per una data pro- 
teina era una questione di anni di lavoro e di grandi 
quantità di materiale di partenza. Non di meno ne- 
gli anni intorno al 1940 furono purificati circa venti 
enzimi. 

Dopo di che furono purificate e caratterizzate a va- 

ri livelli alcune migliaia di proteine. Le tecniche mo- 
derne di separazione hanno un elevato grado di di- 
scriminazione ed ora è possibile ottenere la separa- 
zione in modo quantitativo di una serie di proteine 
con proprietà così simili che solo qualche anno fa 
si pensava fossero la stessa sostanza pura. La defini- 
zione di procedimenti di purificazione efficaci per 
una data proteina è stato un notevole sforzo intellet- 
tuale che ha impegnato forze considerevoli per lun- 
ghi periodi di tempo. 
Le proteine vengono purificate da procedimenti 
di frazionamento. In una serie di tappe indipenden- 
ti, vengono sfruttate le varie proprietà chimico-fisiche 
della proteina che ci interessa per separarla progres- 
sivamente dalle altre sostanze. Il punto importante 
non è necessariamente quello di minimizzare le per- 
dite della proteina in esame, ma quello di eliminare 
selettivamente tutti gli altri componenti della misce- 
la originale in modo da ottenere una soluzione che 
contenga solo la proteina richiesta. 

Non è possibile stabilire in via speculativa se una 
sostanza è pura e quindi il criterio che viene utilizza- 
to per valutare la purezza di una sostanza diventa 
una specie di metodo ad esaurimento: la dimostra- 
zione, con tutti i metodi disponibili, che il campione 
che ci interessa contiene un solo componente. Quindi 
se utilizziamo nuove tecniche di separazione dobbia- 
mo anche adeguare i criteri di purezza per una so- 
stanza. L'esperienza ha dimostrato che quando si sot- 
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topone un campione di un materiale che si pensa pu- 
ro ad una nuova tecnica di separazione, si può sco- 
prire che risulta composto da una miscela di sostanze. 

Le caratteristiche chimico-fisiche delle proteine che 
vengono utilizzate nei vari procedimenti di purifica 
zione sono la solubilità, la carica ionica, la massa mo- 
lecolare, le proprietà di assorbimento e l'affinità di 
legame ad altre biomolecole. Nella parte restante di 
questo capitolo analizzeremo i procedimenti di puri- 
ficazione. 


2. SOLUBILITÀ DELLE PROTEINE 


La molteplicità di gruppi acidi o basici presenti 
in una proteina determina una dipendenza della sua 
solubilità dalla concentrazione dei sali disciolti, dalla 
polarità del solvente, dal pH e dalla temperatura. Pro- 
teine diverse hanno in certe condizioni valori di so- 
lubilità profondamente diversi: alcune proteine pre- 
cipitano da soluzioni in condizioni in cui invece altre 
restano solubili. Questo effetto viene utilizzato routi- 
nariamente per la purificazione delle proteine. 


A. Effetti delle concentrazioni saline 
[a21]La solubilità di una proteina in un soluzione 


acquosa è una funzione della concentrazione dei sali 
disciolti nella soluzione (Figg. 5.2, 5.3 e 5.4). La con- 
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Figura 5.2 Solubilità di alcune proteine in soluzioni di ammonio sol- 
fato. (Fonte: COHN, E.). e EbsaLt, J.T., Proteins, amino acids and pep- 
tides, p. 602, Academic Press, 1943.) 
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Figura 5.3 Solubilità della carbossi-emoglobina al suo punto isoelet- 
trico in funzione della forza ionica e del tipo di ione. S ed S’ sono 
rispettivamente la solubilità della proteina nella soluzione salina e 
in acqua pura. Il logaritmo del rapporto può essere riportato in una 
unica scala. (Fonte: GREEN, A.A., /. Biol. Chem., 95, p. 47, 1932.) 


centrazione salina nelle Figg. 5.2 e 5.3 è espressa in 
termini di forza ionica, I, definita dall’equazione 


1=5L ciZÈ [5.1] 


dove c; è la concentrazione molare della specie ioni- 
ca i e Z; è la carica ionica. L’uso di questo parame- 
tro per valutare gli effetti della carica ionica deriva 
da considerazioni teoriche sulle soluzioni ioniche. Co- 
me è riportato nella Fig. 5.3, la solubilità di una pro- 
teina ad una data forza ionica varia con la natura 
degli ioni in soluzione. L’ordine di efficienza di que- 
sti ioni nell’influenzare la solubilità di una proteina 
è simile per tutte le proteine ed apparentemente di- 
pende dalle dimensioni e dall’idratazione della spe- 
cie ionica. 

La solubilità di una proteina a bassa forza ionica 
aumenta in genere con la concentrazione salina (par- 
te sinistra della Fig. 5.3 e le diverse curve della Fig. 
5.4). La spiegazione di questo fenomeno chiamato sal- 
ting in (aumento della solubilità per aggiunta di sa- 
le) sta nel fatto che, mentre aumenta la concentra- 
zione della proteina in soluzione, l’aggiunta di uno 
ione con carica opposta può ricoprire la molecola pro- 
teica con una molteplicità di cariche che incrementa- 
no la solubilità della proteina stessa. 
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Figura 5.4 Solubilità della B-lattoglobulina in funzione del pH ad al- 
cune concentrazioni di NaCl. (Fonte: Fox, S. e FOSTER, }.S., /ntroduc- 
tion to protein chemistry, p. 242, Wiley, 1957.) 


Ad elevate forze ioniche, la solubilità di una pro- 
teina come quella di molte altre sostanze tende a di- 
minuire. Questo effetto chiamato salting out (dimi- 
nuzione della solubilità) è dovuto principalmente al- 
la competizione tra il sale aggiunto e le altre sostan- 
ze presenti in soluzione per le molecole di acqua di 
idratazione. Quando la concentrazione salina è alta, 
la quantità di ioni in soluzione diventa così elevata 
che, in pratica, la maggior parte del solvente risulta 
impegnato dalla solvatazione di questi ioni e ciò che 
resta diventa insufficiente a disciogliere altri soluti. 
In termini termodinamici, l’attività del solvente (la 
sua concentrazione effettiva; Appendice del Capitolo 
3) risulta ridotta. Quindi l’interazione soluto-soluto 
diventa più forte delle interazioni tra soluto e sol- 
vente ed il soluto precipita. 

Il salting out rappresenta la base di una delle 
tappe di purificazione delle proteine più largamente 
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usata. La Fig. 5.2 mostra che la solubilità delle pro- 
teine varia considerevolmente in funzione della con- 
centrazione salina. Aggiustando la concentrazione sa- 
lina di una soluzione contenente una miscela di pro- 
teine appena al di sotto del punto di precipitazione 
della proteina che vogliamo purificare, molte delle pro- 
teine contaminanti possono essere eliminate dalla so- 
luzione. Poi, dopo avere allontanato il precipitato per 
filtrazione o per centrifugazione, aumentando la con- 
centrazione salina sarà possibile precipitare anche la 
nostra proteina. Con questo metodo è possibile effet- 
tuare una buona purificazione e una concentrazione 
di grandi quantità di una certa proteina. Il salting 
out è molto spesso la tappa iniziale del procedimento 
di purificazione di una proteina. L’ammonio solfato 
è il reagente più comunemente usato per il salting 
out delle proteine, in quanto la sua solubilità in ac- 
qua (3,9m a 0 °C) è così elevata da consentire il rag- 
giungimento di forze ioniche particolarmente alte (va- 
lori superiori a 23,4 in acqua a 0 °C). 

Alcuni ioni ed in particolare lo ioduro, il perclora- 
to, il tiocianato, il litio, il magnesio, il calcio ed il 
bario, aumentano la solubilità delle proteine invece 
di produrre l’effetto del salting out. Questi tendono 
anche a denaturare le proteine (paragrafo 7.4E). Di 
conseguenza gli ioni che diminuiscono la solubilità 
delle proteine stabilizzano la loro struttura nativa e 
quindi le proteine che hanno subìto un processo di 
salting out non sono state denaturate. 


B. Effetto dei solventi organici 


[123]1 solventi organici miscibili con l’acqua, come 
l’acetone e l’etanolo, precipitano le proteine in quan- 
to la loro bassa costante dielettrica riduce il potere 
delle loro soluzioni acquose di dissolvere ioni come 
le proteine. La diversa solubilità delle proteine in que- 
sti solventi misti rappresenta la base di una utile tec- 
nica di frazionamento. Questo procedimento richie- 
de temperature vicino allo zero, o anche inferiori, 
per evitare il loro effetto denaturante che compare 
alle alte temperature. L’abbassamento della costante 
dielettrica generata dai solventi organici magnifica 
l’effetto del salting out sul comportamento delle pro- 
teine e quindi in alcuni casi diventa utile combi- 
nare le due tecniche. Alcuni solventi organici misci- 
bili con acqua come il dimetil sulfossido (DMSO) o 
la N,N-dimetilformamide (DMF) sono invece ottimi 
solventi delle proteine per i valori elevati della loro 
costante dielettrica. 


it a 


FERIE EEE E LE DIREI RR ETIENNE ilicna 


Tecniche per la purificazione delle proteine 87 


© 88-08-10538-5 


C. Effetto del pH 


Le proteine, in genere, hanno numerosi grup- 
pi ionizzabili con valori di pK' molto diversi tra lo- 
ro. Ad un certo valore di pH, caratteristico per ogni 
proteina, le cariche positive sulla molecola bilancia- 
no esattamente le cariche negative. A questo valore 
di pH detto punto isoelettrico della proteina, pl, 
la molecola proteica non ha una carica netta e resta 
quindi immobile in un campo elettrico. 

La Fig. 5.4 indica che la solubilità della proteina 
B-lattoglobulina raggiunge un valore minimo vici- 
no al suo punto isoelettrico di 5,2 in una soluzione 
diluita di NaCl ed aumenta, più o meno simmetrica- 
mente, quando il pH della soluzione si allontana nel- 
le due direzioni dal valore del pI. Questo comporta- 
mento della solubilità della 6-lattoglobulina, che è co- 
mune a molte altre proteine, è facilmente spiegabile. 
Considerazioni chimico-fisiche tendono a suggerirci 
che le proprietà della solubilità di una molecola sca- 
rica non dipendono dalla concentrazione dei sali. Ad 
una prima approssimazione, quindi, una proteina al 
suo punto isoelettrico non dovrebbe subire gli effetti 
del salting in. Al contrario, se il pH è diverso dal 
valore del punto isoelettrico, cioè se la carica netta 
della proteina aumenta, questa torna ad essere sensi- 
bile all’effetto del salting in, in quanto viene aumen- 
tata la probabilità che le molecole cariche vicine in- 
teragiscano ed aggreghino in modo da precipitare. 
In soluzioni con concentrazioni saline moderate, la 
solubilità di una proteina, in funzione del pH della 
soluzione stessa, ha un minimo intorno al suo valore 


Proteina pH isoelettrico 
Pepsina <1,0 
Ovalbumina (pollo) 4,6 
Albumina del siero (umano). 4,9 
Tropomiosina 5,1 
Insulina (bovina) 5,4 
Fibrinogeno (umano) 5,8 
y-globulina (umana) 6,6 
Collageno 6,6 
Mioglobina (cavallo) 7,0 
Emoglobina (umana) 7,1 
Ribonucleasi A (bovina) 7,8 
Citocromo c (cavallo) 10,6 
Istone (bovino) 10,8 
Lisozima (pollo) 11,0 
Salmina (salmone) 12,1 


di pI e torna ad aumentare se il pH si allontana da 
questo punto. 

Le proteine hanno composizioni amminoacidiche 
diverse e quindi hanno anche valori di pI diversi (Ta- 
bella 5.1). La precipitazione isoelettrica è una tec- 
nica di purificazione delle proteine che sfrutta que- 
ste proprietà; infatti se il pH di una soluzione conte- 
nente una miscela di proteine viene portato ad un 
valore vicino a quello del pI di una proteina che in- 
tendiamo purificare, la sua solubilità diminuirà e po- 
trà essere raccolta sotto forma di precipitato. In pra- 
tica, questa tecnica viene combinata con il salting out 
in modo che la proteina che ci interessa diventi an- 
cora più insolubile intorno al suo pi. 


D. Cristallizzazione 


Una volta che la proteina ha raggiunto un cer- 
to grado di purezza, diventa possibile cristallizzarla. 
Questo è ottenibile portando la proteina al di sopra 
del suo punto di saturazione con i tipi di agenti pre- 
cipitanti che abbiamo visto prima. Lasciando ora la 
soluzione a riposare per un certo periodo di tempo 
(che può variare da pochi minuti a diversi mesi) e, 
in alcuni casi, aumentando gradatamente la concen- 
trazione dell’agente precipitante, la proteina può pre- 


(a) I 


Figura 5.5 Cristalli di proteine: (a) azurina da Pseudomonas aerugino- 
sa, (b) flavodossina da Desulfovibrio vulgaris, (c) rubredossina da Clo- 
stridium pasteurianum, (d) mioemeritrina dal verme marino Siphono- 
soma funafuti, (e) emoglobina di lampreda e (f) proteina batteriofilli- 
na a da Prosthecochloris aestuarii. Queste proteine sono colorate in 
quanto sono associate a cromofori (gruppi che assorbono la luce); 
le proteine in assenza di questi gruppi sono prive di colore. ((a)-(0), 
per gentile concessione di Larry Sieker, Washington University; (d)- 
(e), per gentile concessione di Wayne Hendrikson, Columbia Univer- 
sity; (f) per gentile concessione di john Olsen, Brookhaven National 
Laboratories and Brian Matthew, University of Oregon.) 
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cipitare dalla soluzione in forma cristallina. Può es- 
sere necessario tentare la cristallizzazione in diverse 
condizioni e con diversi agenti precipitanti prima di 
avere successo. I cristalli possono variare in dimen- 
sioni da valori microscopici a 1 millimetro o più. I 
cristalli più grossi necessitano di attenzioni maggiori 
sia per la formazione che per l’uso e sono utilizzabili 
per analisi cristallografiche ai raggi X (paragrafo 
7.3A). Alcuni cristalli di proteine sono rappresentati 
nella Fig. 5.5. 

Cristallizzazioni ripetute possono servire ad aumen- 
tare il grado di purezza di una proteina, come si fa 
con molte molecole organiche anche piccole. La ca- 
pacità di cristallizzare di una proteina non è, però, 
un indice della sua purezza, in quanto proteine alta- 
mente purificate hanno resistito a tutti i tentativi ef- 
fettuati di cristallizzazione. 


3. SEPARAZIONI CROMATOGRAFICHE 


[126 ] Nel 1903 il botanico russo Mikhail Tswett ha 
descritto la separazione dei pigmenti delle foglie del- 
le piante in soluzione mediante l’uso di assorbenti 
solidi. Egli chiamò questo processo cromatografia 
(dal greco: chroma, colore + graphein, scrivere), pro- 
babilmente per il fatto che mentre i componenti dei 
pigmenti si separavano si formavano sull’assorbente 
solido bande colorate (o forse anche perché, in russo, 
Tswett significa colore). 

I moderni metodi di separazione usano tutti proce- 
dimenti cromatografici. In tutti questi sistemi, la mi- 
scela di sostanze che deve essere frazionata viene di- 
sciolta in un fluido liquido o gassoso chiamato fase 
mobile. La soluzione viene poi percolata attraverso 
una colonna costituita da una matrice porosa solida 
che in alcuni tipi di cromatografia può avere un li- 
quido legato a sé, e che viene chiamata fase stazio- 
naria. Le interazioni che si generano tra ogni singo- 
lo soluto e la fase stazionaria tendono a ritardare il 
passaggio del soluto attraverso la matrice solida in 
un modo che rispecchia le proprietà del soluto stes- 
so. Se la miscela che deve essere frazionata inizia il 
suo viaggio nella colonna come una banda molto stret- 
ta, le diverse forze ritardatrici che agiscono su ogni 
soluto determineranno una diversa velocità di mi- 
grazione per ognuno di essi e, alla fine, la banda ini- 
ziale verrà frazionata in una serie di bande costituite 
da sostanze pure. 

Il potere di separazione della cromatografia deriva 
dalla natura continua del processo. Una singola tap- 
pa di separazione (detta anche «piatto» in analogia 
con i processi di distillazione) non è in grado di sepa- 


© 88-08-10538-5 


rare una miscela nei suoi componenti. Ma se questo 
processo viene applicato in modo continuo ripetuta- 
mente per centinaia oppure per centinaia di migliaia 


di volte, la separazione dei componenti della miscela. 


diventa completa. Le sostanze separate possono esse- 
re raccolte in frazioni diverse e utilizzate per l’anali- 
si o per altri frazionamenti. 

[127 ]I vari metodi cromatografici vengono classifi- 
cati sulla base delle proprietà delle loro fasi mobili 
e stazionarie. Per esempio, nella cromatografia gas- 
liquido, le fasi mobile e stazionaria sono rispettiva- 
mente un gas e un liquido, mentre nella cromato- 
grafia liquido-liquido esse sono liquidi non miscibili, 
uno dei quali è legato ad un supporto solido inerte. 
I metodi cromatografici possono essere classificati an- 
che sulla base delle interazioni principali che si ge- 
nerano tra la fase stazionaria e le sostanze che devo- 
no essere separate. Per esempio, se le forze ritardan- 
ti hanno un carattere ionico, la tecnica di separazio- 
ne viene detta cromatografia a scambio ionico, men- 
tre, se il ritardo è dovuto ad un assorbimento del 
soluto sulla fase stazionaria, la tecnica viene detta cro- 
matografia per assorbimento. 

Come abbiamo detto in precedenza, una cellula con- 
tiene diverse migliaia di sostanze, molte delle quali 
hanno proprietà molto simili tra loro. Quindi il pro- 
cedimento di isolamento della maggior parte delle 
sostanze biologiche comprende un certo numero di 
tappe cromatografiche in modo da ottenere la purifi- 
cazione della proteina che interessa utilizzando cri- 
teri diversi. In questo paragrafo sono descritti i pro- 
cedimenti cromatografici di più largo uso. 


A. Cromatografia a scambio ionico 


Nel processo di scambio ionico, gli ioni che so- 
no legati alla matrice insolubile e chimicamente iner- 
te vengono rimpiazzati reversibilmente dagli ioni pre- 
senti nella soluzione: 


REACA RR" A 


R* rappresenta uno scambiatore di anioni che 
può legare sia AT che B-, gli anioni in soluzione. 
Gli scambiatori cationici hanno un comportamen- 
to simile, ma hanno cariche negative e legano rever- 
sibilmente cationi. I polianioni ed i policationi si le- 
gano quindi rispettivamente a scambiatori di anioni 
e a scambiatori di cationi. Le proteine e altri polie- 
lettroliti (polimeri poliionici) che contengono grup- 
pi carichi, sia positivamente che negativamente, si 
possono legare a scambiatori di cationi o a scambia- 
tori di anioni a seconda della loro carica netta. L’affi- 
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(e) 


Colonna 
di eluizione 


(d) 


Concentrazione proteica 


Frazioni raccolte sequenzialmente 


Figura 5.6 Rappresentazione schematica della separazione di alcune 
proteine mediante cromatografia a scambio ionico. Le aree ombreg- 
giate nella colonna rappresentano lo scambiatore di ioni e le bande 
colorate le varie proteine. (a) La miscela di proteine è legata nella 
porzione in alto dello scambiatore di ioni della colonna cromatografi- 
ca. (b) Man mano che l’eluizione procede, le varie proteine si separa- 
no in bande discrete come conseguenza della diversa mobilità sullo 
scambiatore di ioni nelle condizioni dettate dalla soluzione. (c) La 
prima banda della proteina è stata isolata in una frazione separata 
dell’eluente dalla colonna. Le altre bande saranno separate in segui- 
to. Diagramma di eluizione dalla colonna della miscela di proteine. 


nità con cui un dato polielettrolita si lega ad uno scam- 
biatore ionico dipende dalle sue caratteristiche e dalle 
concentrazioni di altri ioni in soluzione che possono 
competere con i siti di legame dal polielettrolita allo 
scambiatore. L’affinità di legame del polielettrolita 
che ha gruppi acidi e basici dipende anche dal pH 
in quanto la carica di questi gruppi varia con il pH. 
Questi principi sono molto utili per l’isolamento del- 
le molecole biologiche mediante la cromatografia a 
scambio ionico. 

Durante la purificazione di una proteina (o di altri 
polielettroliti) il pH, la concentrazione salina e lo scam- 
biatore ionico vengono scelti in modo tale che la pro- 
teina che deve essere isolata sia immobilizzata sullo 
scambiatore ionico. In una data serie di condizioni, 


molte proteine possono legarsi allo stesso scambiato- 
re di ioni. Le proteine, che non si legano allo scam- 
biatore in queste condizioni, possono essere allonta- 
nate lavando lo scambiatore con il tampone in cui 
era stata disciolta la miscela di proteine. La proteina 
da purificare può essere staccata successivamente dal- 
lo scambiatore ionico con un tampone avente un pH 
o una concentrazione salina che riduca l’affinità di 
legame di questa proteina per lo scambiatore. Natu- 
ralmente, altre proteine possono essere eluite dallo 
scambiatore ionico con queste condizioni. 

L’efficienza di questo metodo di purificazione 
può essere aumentata se lo scambiatore ionico inso- 
lubile viene posto in una colonna (Fig. 5.6). Proteine 
diverse si legano allo scambiatore ionico con affinità 
diversa. Quando la colonna viene lavata, un processo 
chiamato eluizione, le proteine con una affinità re- 
lativamente bassa per lo scambiatore ionico si muo- 
veranno lungo la colonna più velocemente delle pro- 
teine che si legano allo scambiatore ionico con un’af- 
finità più elevata. Questo avviene perché l’avanzare 
di una data proteina lungo la colonna viene ostacola- 
to rispetto al passaggio del solvente dalle interazioni 
che si generano tra la molecola proteica e lo scam- 
biatore di ioni. Più alta è l’affinità di legame di una 
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proteina per lo scambiatore ionico, più essa viene ri- 
tardata sulla colonna. Usando una colonna ed un rac- 
coglitore di frazioni si può avere una ulteriore purifi- 
cazione di una proteina scegliendo solo quella frazio- 
ne dell’effluente dalla colonna che contiene la protei- 
na desiderata. Questa tecnica, che è illustrata nella Fig. 
5.6, è nota come cromatografia a scambio ionico. 


L’eluizione con gradienti migliora 
la separazione cromatografica 


I processi di purificazione possono essere miglio- 
rati se le proteine vengono staccate dalla colonna con 
il metodo della eluizione con gradienti. In questo 
modo, la concentrazione salina o il pH della soluzione 
che attraversa la colonna viene continuamente varia- 
ta e le diverse proteine che sono legate allo scambia- 
tore ionico vengono eluite sequenzialmente. Questo 
procedimento porta a separazioni delle proteine mi- 
gliori di quelle che si possono ottenere con eluizioni 
da colonne con soluzioni singole oppure utilizzando 
una serie di soluzioni a concentrazione crescente. 
Sono stati usati nella purificazione delle proteine 
molti tipi diversi di eluizione con gradienti. La tecni- 
ca più utilizzata è quella che utilizza gradienti li- 
neari in cui la concentrazione della soluzione eluen- 


Alla colonna 


Figura 5.7 Un apparecchietto per la formazione di un gradiente di 
concentrazione lineare. | due recipienti interconnessi, con una sezio- 
ne trasversale uguale, vengono inizialmente riempiti con un uguale 
volume di soluzioni a concentrazione diversa. Mentre la soluzione 
a concentrazione C; esce dalla camera di miscelazione (recipiente 
a destra) essa viene parzialmente rimpiazzata dalla soluzione a con- 
centrazione C, contenuta nel recipiente di riserva (a sinistra). La con- 
centrazione nella camera di miscelazione varia in modo lineare a 
partire dalla sua concentrazione iniziale C} per raggiungere quella 
finale C,; vedi equazione [5.2]. 
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te viene aumentata linearmente man mano che la 
soluzione passa attraverso la colonna. Nella Fig. 5.7 
è riportato un semplice apparecchietto per la prepa- 
razione di questo tipo di gradienti. La concentrazio- 
ne del soluto, c, nella soluzione che viene raccolta 
dalla camera di miscelazione, viene espressa da 


c=C2-(c2-c)f [5.2] 


dove ci è la concentrazione iniziale della soluzione 
nella camera di miscelazione, c. è la concentrazione 
nella camera di riserva e f è la frazione rimanente 
dei volumi combinati delle soluzioni originariamen- 
te presenti in entrambi i recipienti. I gradienti linea- 
ri di concentrazioni saline crescenti sono i sistemi 
più utilizzati di eluizione da colonne. Possono però 
essere generati anche gradienti di forma diversa me- 
diante l’uso di camere con sezioni di area diversa 
o con apparecchiature di miscelazione programmate. 


Sono disponibili diversi tipi 
di scambiatori di ioni 


Gli scambiatori di ioni sono costituiti da gruppi 
carichi legati covalentemente ad una matrice di sup- 
porto. La natura chimica dei gruppi carichi determi- 
na il tipo di ioni che si legano allo scambiatore e la 
forza con cui questi ioni si legano. Dalle proprietà 
chimiche e meccaniche della matrice dipendono in- 
vece il flusso attraverso il supporto, l’accessibilità de- 
gli ioni e la stabilità dello scambiatore. 

In genere vengono utilizzati come matrice di sup- 
porto degli scambiatori tre tipi di materiali: (1) resi- 
me come il polistirene con legami trasversali di di- 
vinilbenzene (Fig. 5.8a), (2) cellulosa e (3) poliacri- 
lamide con legami trasversali oppure gel di polide- 
strano (paragrafo 5.3C; anche le ultime due classi di 
materiali vengono chiamate correntemente resine). La 
Tabella 5.2 contiene la descrizione di alcuni scambia- 
tori di ioni di uso comune e disponibili sul mercato. 

Le resine scambiatrici sono disponibili in forma gra- 
nulare. I polimeri delle resine scambiatrici cationi- 
che sono sostituiti con gruppi anionici come il grup- 
po sulfonato con caratteristiche di acido forte oppu- 
re come i gruppi carbossilici che sono invece deboli. 
Gli scambiatori anionici hanno gruppi cationici che 
possono essere ammine quaternarie o terziarie, con 
caratteristiche di basi: le prime sono forti mentre le 
seconde sono deboli. Le resine scambiatrici di ioni 
sono usate per la separazione di piccole molecole, ma 
hanno dimostrato di essere meno efficaci, per la se- 
parazione di proteine o di altre macromolecole, ri- 
spetto ad altri tipi di scambiatori di ioni. 


N nn 


© 88-08-10538-5 


Figura 5.8 Rappresentazione schema- 
tica di scambiatori di ioni: (a) resina 
scambiatrice di ioni di polistirene con 
legami crociati di divinilbenzene, (b) 
scambiatori di ioni a base di cellulosa. 
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(a) ber) 


Î 
—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CHT—CH,— 


—CH— CH, CH —CHoy_CH_CH,-CH_CH,_CH— CH, 
» 
Dowex 50: X= —S0O3 


+ 
Dowex 1: X= —CHaN(CH3)3 


(b) . 
CH°—0H CH,—0H 
2 o HO oH 2 o 
su eg ER) data 
HO OH (0) HO H 
CHo—-0—R di 
+ 
DEAE: R= —CHo—CH,—NH(CH,CH,), 
CM: R= —CH,—C00° 


Nome* Gruppo ionizzabile Note 
Dowex 1 Resina polistirenica d-CH,N(CH;); Scambiatore di anioni 
fortemente basica 
Dowex 50 Resina polistirenica $-SO3H Scambiatore di cationi 
fortemente acida i 
DEAE-cellulosa Basica Dietilamminoetile 


ECTEOLA-cellulosa Basica 


—OCH3CH2N(C3Hs), 
Ammine miste 


.Usata per frazionare proteine neutre e acide 
Usata nella cromatografia degli acidi nucleici 


CM-cellulosa Acida Carbossimetile Usata per frazionare proteine basiche e neutre 
—OCH,C00H 
P-cellulosa Gruppi acidi forti e Fosforico Dibasica; lega molto saldamente proteine 
‘ deboli —OPO;3H, basiche 
DEAE-Sephadex Gel basico di destrano Diamminoetile Combina cromatografia a scambio ionico e 
con legami crociati —O0CH2CH3N(C3Hg), gel filtrazione di proteine acide e neutre 
CM-Sephadex Gel acido di destrano Carbossimetile Combina cromatografia a scambio ionico e 
con legami crociati —OCH,C00H gel filtrazione di proteine basiche e neutre 
Bio-Gel CM 100 Gel acido di —CH,C00H Combina cromatografia a scambio ionico e 


poliacrilamide con 


gel filtrazione di proteine basiche e neutre 


legami crociati 


* Le resine Dowex sono fabbricate dalla Dow Chemical Co.; i gel Sephadex sono fabbricati dalla Pharmacia Fine Chemicals AB.; i gel Bio-gel sono fabbricati dalla 


BioRad Laboratories. 
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Gli scambiatori ionici a base di cellulosa sono 
tra i materiali più comunemente usati per la separa- 
zione delle molecole biologiche. La cellulosa, che vie- 
ne ottenuta dal legno o dal cotone, viene leggermente 
derivatizzata con gruppi ionici per formare lo scam- 
biatore. Lo scambiatore anionico più utilizzato è la 
dietilamminoetil (DEAE)-cellulosa (Fig. 5.8D), 
mentre la carbossimetil (CM)-cellulosa è lo scam- 
biatore ionico più conosciuto. Gli scambiatori a base 
di cellulosa risultano molto più permeabili agli elet- 
troliti macromolecolari di tutti gli altri tipi di scam- 
biatori; ciò determina quindi un vantaggio di questi 
scambiatori a cellulosa nella separazione di molecole 
biologiche. La maggiore permeabilità consente alle 
macromolecole di accedere ai gruppi carichi senza 
dover usare particelle molto fini che poi impedisco- 
no o rallentano drasticamente il flusso dell’eluente. 
Un ulteriore vantaggio degli scambiatori a base di 
cellulosa sta nel fatto che essi hanno una densità di 
carica relativamente bassa che consente l’eluizione 
di grandi polielettroliti in condizioni blande. La bas- 
sa densità di carica è però un limite alla capacità 
legante dello scambiatore ionico. 

Gli scambiatori ionici a base di gel possono avere 
lo stesso tipo di gruppi carichi ed il vantaggio sta 
nel fatto che essi combinano la cromatografia a scam- 
bio ionico alla loro capacità di separare molecole per 
gel filtrazione (paragrafo 5.3C). A causa del loro ele- 
vato grado di sostituzione, che dipende appunto dal- 
la loro struttura porosa, questi gel hanno una gran- 
de capacità legante in confronto agli scambiatori a 
base di cellulosa. 


B. Cromatografia su carta 


La cromatografia su carta, messa a punto nel 
1941 da Archer Martin e da Richard Synge, ha avuto 
un ruolo importantissimo nelle analisi biochimiche. 
È una delle tecniche analitiche più adeguate e neces- 


sita di un’apparecchiatura semplicissima. Essa viene. 


usata di solito per la separazione di piccole molecole 
come gli amminoacidi e gli oligopeptidi. 

Nella cromatografia su carta, alcune gocce della so- 
luzione contenente una miscela dei composti che de- 
vono essere separati vengono applicate a circa 2 cm 
dall’estremità di una striscia di carta da filtro. Dopo 
avere asciugato, quell’estremità della carta viene im- 
mersa in una miscela di solventi costituita da compo- 
nenti acquosi e organici; per esempio, acqua-butano- 
lo-acido acetico, nel rapporto 4:5:1, 77% etanolo in 
acqua, 6:7:7 acqua/alcol t-amilico/piridina oppure 1:6:3 
acqua/ n-propanolo/ammoniaca concentrata. La carta 
deve essere in contatto anche con i vapori in equili- 


Recipiente 
di vetro 
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(a) Cromatografia su 
carta ascendente 


(b) Cromatografia su 
carta discendente 


_ Solvente n 
Campione. —_ 


; solvente 
Campione 


Solvente per 
mantenere la 


Solvente 
per lo sviluppo 


Figura 5.9 Accorgimenti sperimentali per eseguire una (a) cromato- 
grafia su carta ascendente e (b) una cromatografia su carta discendente. 


brio con il solvente. Il solvente si muove per capilla- 
rità lungo la carta per la natura fibrosa della carta 
stessa. La direzione della migrazione del solvente può 
essere verso l’alto (cromatografia ascendente) o 
verso il basso (cromatografia discendente), come 
è riportato nella Fig. 5.9. La componente acquosa del 
solvente si lega alla cellulosa della carta e quindi for- 
ma con essa una fase stazionaria simile ad un gel. 


La componente organica del solvente continua la sua . 


migrazione formando la fase mobile. 

La velocità di migrazione delle varie sostanze che 
devono essere separate dipende dalle loro solubilità 
relative nella fase stazionaria polare e nella fase mo- 
bile non polare. In una singola tappa del processo 
di separazione, un dato soluto si distribuisce tra la 
fase mobile e la fase stazionaria sulla base del suo 
coefficiente di partizione, una costante di equili- 
brio definita come 


_ concentrazione nella fase stazionaria 


5.3] 
È concentrazione nella fase mobile L 


Le molecole vengono quindi separate sulla base della 
loro polarità; le molecole non polari si muoveranno 
più velocemente di quelle polari. 

Dopo che il fronte del solvente ha percorso una 
certa distanza, il cromatogramma viene tolto dal 


giusta atmosfera | 
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Figura 5.10 La reazione della ninidrina con gli a-amminoacidi. Nella 
fase iniziale, gli o-amminoacidi formano una base di Schiff (una che- 
timmina) con la ninidrina, che viene successivamente decarbossilata 
ossidativamente ad aldimmina. Questa si idrolizza generando un in- 
termedio amminico che a sua volta può reagire direttamente o indi- 
rettamente con una seconda molecola di ninidrina formando il com- 
posto intensamente colorato viola di Ruheman. Notate che soltanto 
l'atomo di azoto di questo pigmento deriva dall’a-amminoacido. An- 
che le ammine primarie ed i peptidi reagiscono con la ninidrina per 
formare il viola di Ruheman ma, in questi casi, invece della CO) 
viene perso un protone nella produzione dell’aldimmina. Le prepara- 
zioni di ninidrina utilizzate nelle determinazioni quantitative conten- 
gono di solito idridantina per assicurare il massimo sviluppo di colore. 


solvente ed asciugato. I materiali separati, se non so- 
no colorati, possono essere individuati in diversi modi: 


1. Il materiale marcato con radioisotopi può essere 
individuato con una varietà di metodi di rivela- 
zione delle radiazioni. 

2. I materiali fluorescenti o che smorzano la norma- 
le fluorescenza della carta possono essere indivi- 
duati sotto una luce ultravioletta (UV). 

3. Altri materiali possono essere visualizzati spruz- 
zando sul cromatogramma una soluzione conte- 
nente un reagente capace di formare prodotti co- 
lorati reagendo con i composti che si stanno stu- 
diando. Per esempio, gli a-amminoacidi e le altre 
ammine primarie reagiscono con la ninidrina for- 
mando un composto colorato intensamente in viola 
(Fig. 5.10). Anche le ammine secondarie come la 
prolina reagiscono con la ninidrina, ma formano 
un composto giallo. 


La velocità di migrazione di una sostanza può essere 
espressa sulla base del rapporto 


i distanza percorsa dalla sostanza 


| distanza percorsa dal fronte del solvente 
[5.4] 


Rf 


Per un dato sistema di solventi e per un dato tipo 
di carta, ogni sostanza ha un caratteristico valore 
di Rf 

La cromatografia su carta può essere usata anche 
come tecnica preparativa per la purificazione di pic- 
cole quantità di materiali. Una soluzione contenente 
la sostanza da isolare viene applicata su una linea 
sul fondo del foglio della carta da filtro e l’intero fo- 
glio viene sottoposto a cromatografia come è stato 
descritto prima. La sostanza da isolare viene identifi- 
cata nel cromatogramma facendo avvenire una op- 
portuna colorazione su una piccola porzione del cro- 
matogramma, che è stata preventivamente tagliata 
nella direzione di migrazione del solvente. Infine, 
la banda contenente la sostanza da isolare viene ta- 
gliata e la sostanza recuperata per eluizione dalla carta 
con un opportuno solvente. 
Una miscela complessa, che non viene comple- 
tamente separata da una singola cromatografia su car- 
ta, viene spesso completamente risolta da una cro- 
matografia su carta bidimensionale (Fig. 5.11). In 
questa tecnica, il cromatogramma viene eseguito co- 
me è stato descritto prima, con l’eccezione che il cam- 
pione viene depositato in un angolo del foglio di car- 
ta da filtro ed il cromatogramma viene fatto correre 
parallelamente ad un lato della carta. Dopo aver com- 
pletato questa fase ed asciugata la carta, il cromato- 
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Direzione del flusso 
del primo solvente 
Separazione 
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del 9! . Separazione 
secondo I a _|_ se entrambi 
solvente ce P) i solventi 
i! vengono 
RE: 9 usati 
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Separazione se viene usato 
soltanto il primo solvente 


Figura 5.11 Cromatografia su carta bidimensionale. 


Matrice 
Granulo del gel 


di gel 


Granuli 
di gel 


Figura 5.12 Schema di una gel cromatografia. (a) Un granulo (sferetta) 
di gel, la cui periferia è indicata dalla linea circolare sottile, è costitui- 
to da una matrice del gel (linea in nero ondulata) che racchiude uno 
spazio interno contenente il solvente. Le piccole molecole (le mac- 
chie rosse piccole) possono entrare liberamente nello spazio interno 
con il solvente. Le molecole più grandi (le macchie blu) sono troppo 
larghe per poter entrare nei pori del gel. (b) La soluzione contenente 
il campione inizia ad entrare nella colonna con il gel (in cui i granuli 
del gel sono ora indicati dai cerchietti). ()) Le molecole piccole pos- 
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gramma viene ruotato di 90° e ripetuta la corsa cro- 
matografica parallelamente al secondo lato della car- 


‘ ta usando un altro sistema di solventi. Poiché ogni 


composto migra ad una velocità caratteristica in un 
dato sistema di solventi, la seconda fase cromatogra- 
fica aumenterà fortemente la separazione della mi- 
scela nei suoi componenti. 


C. Cromatografia per gel filtrazione 


Nella cromatografia per gel filtrazione, det- 
ta anche cromatografia ad esclusione molecola- 
re oppure a setaccio molecolare, le molecole vengo- 
no separate in base alle loro dimensioni ed alla loro 
forma. In questa tecnica la fase stazionaria è costitui- 
ta da sferette di materiale idratato, simile a una spu- 
gna, contenente pori che possono essere attraversati 


(d) (e) 


Quantità di soluto 


Molecole " 
piccole Volume di effluente 


Molecole 


sono penetrare nel gel e, di conseguenza, migrano attraverso la co- 
lonna più lentamente rispetto alle molecole grandi che sono invece 
escluse da questi spazi. (d) Le molecole grandi emergono dalla co- 
lonna per prime e possono essere raccolte separatamente da quelle 
piccole, che invece compaiono in fondo alla colonna solo più tardi. 
(e) Diagramma di eluizione del cromatogramma che indica la separa- 
zione completa dei due componenti; il componente più grande è 
uscito per primo. 
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soltanto da molecole con certe dimensioni. Se una 
soluzione contenente molecole di varie dimensioni 


viene fatta passare attraverso una colonna riempita 


con questi «setacci molecolari», le molecole con di- 
mensioni troppo grandi saranno escluse dal volume 
di solvente presente all’interno dei pori. Queste mo- 
lecole grandi attraverseranno di conseguenza molto 
rapidamente la colonna, cioè usciranno con un volu- 
me di eluizione minore di quello delle molecole che 
invece entrano nei pori (Fig. 5.12). 

La massa molecolare della molecola più piccola in- 
capace di penetrare nei pori di un dato gel viene det- 
ta limite di esclusione del gel. Questa entità dipen- 
de sotto alcuni aspetti dalla forma della molecola in 
quanto le molecole allungate, come conseguenza del 
loro alto raggio di idratazione, penetrano meno fa- 
cilmente in un dato poro del gel rispetto ad una sfe- 
ra che abbia lo stesso volume molecolare. 

Il comportamento di una molecola in una colonna 
di un particolare gel può essere caratterizzato quan- 
titativamente. Se V, è il volume occupato dalle sfe- 
rette di gel e Vo, il volume vuoto, è il volume del 
solvente che circonda le sferette del gel, quindi V., 
il volume totale della colonna, è semplicemente la 
somma dei due volumi: 


Vi=Vs+Vo [5.5] 


Vo è di solito circa il 35% di V.. 

Il volume di eluizione di un dato soluto, V., è 
il volume di solvente necessario ad eluire il soluto 
dalla colonna dal momento che esso ha preso contat- 
to con il gel. Il volume vuoto di una colonna viene 
facilmente misurato, valutando il volume di eluizio- 
ne di un soluto la cui massa molecolare sia superiore 
al limite di esclusione del gel. Il comportamento di 
un soluto in un dato gel è caratterizzato quindi dal 
rapporto V./Vo, il volume di eluizione relativo, 
una entità che risulta indipendente dalla colonna usa- 
ta. 

Le molecole la cui massa è più bassa del limite di 
esclusione di un gel verranno eluite da quel gel in'un 
ordine che rispecchierà quello della loro massa mole- 
colare, con quella più grande che uscirà per prima 
e quella più piccola per ultima. Ciò è possibile in quan- 
to le dimensioni dei pori in un gel sono comprese 
in un piccolo ambito e quindi le molecole grandi han- 
no a disposizione quantità minori del volume inter- 
no del gel. Questo effetto rappresenta la base della 
cromatografia per gel filtrazione. 


La cromatografia per gel filtrazione 
può essere usata per valutare la massa molecolare 


Esiste una relazione lineare tra il volume di elui- 
zione relativo di una sostanza ed il logaritmo della 
sua massa molecolare, in un ambito considerevolmen- 
te elevato di valori (Fig. 5.13). Se per una particolare 
colonna di gel filtrazione viene eseguito un grafico 
simile a quello riportato nella Fig. 5.13, usando ma- 
cromolecole di massa molecolare nota, è possibile sta- 
bilire la massa molecolare di una sostanza sconosciuta 
dalla sua posizione nel grafico. La precisione di que- 
sta tecnica è limitata dall’assunto che le molecole no- 
te e quelle sconosciute abbiano la stessa forma ester- 
na. La cromatografia per gel filtrazione viene ugual- 
mente utilizzata per valutare il peso molecolare in 
quanto essa può essere applicata anche a campioni 
non puri (sempre che la molecola in esame possa es- 
sere identificata) e può essere condotta senza l’ausi- 
lio di equipaggiamenti complicati o costosi. 


La maggior parte dei gel derivano dal destrano, 
dall’agarosio o dalla poliacrilamide 


[138 ]I materiali più comunemente usati per le cro- 
matografie per gel filtrazione sono il destrano (un 
polimero del glucosio ad alto peso molecolare, pro- 
dotto dal batterio Leuconostoc mesenteroides), l’aga- 
rosio (un polimero lineare di p-galattosio alternato 
a 3,6-anidro-L-galattosio presente nelle alghe rosse) 
e la poliacrilamide (paragrafo 5.4B). Le proprietà 
di alcuni gel usati comunemente nella separazione 
di molecole biologiche sono elencate nella Tabella 5.3. 
La porosità dei gel a base di destrano, messi in com- 
mercio con il nome di Sephadex, dipende dalla mas- 
sa molecolare del destrano utilizzato e dall’introdu- 
zione di unità di etere glicerico che formano legami: 
trasversali tra i gruppi ossidrilici delle catene di poli- 
glucosio. Le diverse classi di Sephadex che sono di- 
sponibili sul mercato hanno limiti di esclusione che 
variano da 0,7 a 800 kD. La dimensione dei pori nei 
gel di poliacrilamide viene controllata in modo simi- 
le dalla quantità di legami crociati tra le catene polia- 
crilamidiche vicine (paragrafo 5.4B). Essi sono in com- 
mercio sotto il nome di Bio-Gel ed hanno limiti di 
esclusione che vanno da 0,2 a 400 kD. Molecole mol- 
to grandi o strutture sopramolecolari possono essere 
isolate mediante gel di agarosio che hanno limiti di 
esclusione fino a 25000 KD. 

La gel filtrazione viene spesso usata per rimuovere 
i sali (desalare) da una soluzione proteica. Per esem- 
pio, le proteine precipitate con ammonio solfato pos- 
sono essere facilmente deprivate di questo sale se il 
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Figura 5.13 Grafico dei volumi di eluizione relativi, in funzione del 
logaritmo della massa molecolare, per una varietà di proteine croma- 
tografate su una colonna di destrano con legami crociati (Sephadex 
G-200) a pH 7,5. Le barre in giallo rappresentano le glicoproteine 
(protéine con un gruppo saccaridico legato). (Fonte: ANDREWS, P., Bio- 
chem. J., 96, p. 597, 1965.) 
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Massa molecolare (kD) 


i Campo di 
Nome* Tipo frazionamento 
(kD) 
Sephadex G-10 Destrano 0,05 - 0,7 
Sephadex G-25 Destrano 1-5 
Sephadex G-50 Destrano 1-30 
Sephadex G-100 Destrano 4 - 150 
Sephadex G-200 Destrano 5 - 600 
Bio-Gel P-2 Poliacrilamide 0,1 - 1,8 
Bio-Gel P-6 Poliacrilamide 1-6 
Bio-Gel P-10 Poliacrilamide 1,5 - 20 
Bio-Gel P-30 Poliacrilamide 2,4 - 40 
Bio-Gel P-100 Poliacrilamide 5 - 100 
Bio-Gel P-300 Poliacrilamide 60 - 400 
Sepharose 6B Agarosio 10 - 4000 
Sepharose 4B Agarosio 60 - 20000 
Sepharose 2B Agarosio 70 - 40000 


* I gel Sephadex e Sepharose sono prodotti dalla farmacia Fine Chemicals AB.; 


i gel Bio-Gel sono fabbricati dalla BioRad Laboratories. 


precipitato viene disciolto in un volume minimo di 
un opportuno tampone e se poi la soluzione viene 
posta su una colonna di gel con un limite di esclusio- 
ne più basso della massa molecolare delle proteine 
nel campione. Facendo passare il tampone attraverso 
la colonna, la proteina verrà eluita prima dell’ammo- 
nio solfato. 

I gel di destrano e di poliacrilamide possono essere 
derivatizzati con gruppi ionizzabili come i gruppi 
DEAE e CM formando gel scambiatori di ioni (para- 
grafo 5.3A). Le sostanze che vengono cromatografa- 
te su questi gel sono soggette quindi a separazioni 
in base alla loro carica ionica e in base alle loro di- 
mensioni e forma. 


La dialisi è una forma di filtrazione molecolare 


La dialisi è un processo che separa le molecole 
in base alle loro dimensioni mediante l’uso di mem- 
brane semipermeabili contenenti pori con dimensioni 
inferiori a quelle delle macromolecole. Questi pori con- 
sentono alle piccole molecole come quelle del solven- 
te, dei sali e di piccoli metaboliti di attraversare la 
membrana, ma bloccano il passaggio di molecole 
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più grandi. Il cellophane (acetato di cellulosa) è il 
materiale da dialisi più comunemente usato, ma pos- 
sono essere utilizzati anche altri prodotti come la ni- 
trocellulosa ed il collodio. 

La dialisi (che non può essere considerata una for- 
ma di cromatografia) viene usata di solito per cam- 
biare il solvente in cui sono disciolte le macromole- 
cole. Una soluzione di macromolecole viene racchiu- 
sa in un sacchetto da dialisi (in genere formato anno- 
dando le estremità di un tubo da dialisi) che viene 
poi immerso in un volume relativamente grande del 
nuovo solvente (Fig. 5.14a). Dopo alcune ore di ri- 
mescolamento le due soluzioni si sono equilibrate, 
ma le macromolecole sono rimaste all’interno del sac- 
chetto da dialisi (Fig. 5.14b). Il processo può essere 
ripetuto diverse volte in modo da sostituire comple- 
tamente un sistema di solventi con un altro. La dia- 
lisi può essere usata per concentrare una soluzione 
di macromolecole riempiendo un sacchetto da diali- 
si di un polimero igroscopico come il glicole polie- 
tilenico [HOCH,(CH,-O—CH.)xCH30H], che non può 
attraversare la membrana. L’acqua attraversa la 
membrana e viene assorbita dal polimero e di con- 
seguenza la soluzione esterna si concentra. Una tec- 
nica simile, anch’essa utilizzata per concentrare so- 
luzioni di macromolecole, viene detta ultrafiltra- 
zione. In questo caso la soluzione viene forzata sot- 
to pressione ad attraversare un disco o un sacchetto 
costituito da una membrana semipermeabile. Il sol- 
vente e le piccole molecole passano attraverso i pori 
della membrana, lasciando al di sopra una soluzione 
di macromolecole più concentrata. L’ultrafiltrazione 
viene utilizzata anche per separare molecole di di- 
verse dimensioni. i 


D. Cromatografia per affinità 


Molte proteine hanno la capacità di legarsi sal- 
damente, ma non covalentemente, a specifiche mo- 
lecole. Questa proprietà può essere utilizzata per pu- 
rificare queste proteine mediante la cromatografia 
per affinità (Fig. 5.15). In questa tecnica, una mole- 
cola detta ligande e che si lega specificamente alla 
proteina da isolare viene attaccata covalentemente ad 
un supporto poroso ed inerte. Quando una soluzione 
proteica non pura viene fatta passare attraverso que- 
sto materiale cromatografico, la proteina desiderata 
si lega al ligande immobilizzato, mentre le altre so- 
stanze vengono lavate via dalla colonna dal tampo- 
ne. La proteina può essere poi recuperata in forma 
altamente purificata variando le condizioni di elui- 
zione in modo che la proteina venga rilasciata dalla 
matrice solida. Il grande vantaggio che porta la cro- 


Macromolecole 


resina solida 


(a) Inizio della (6) All’equilibrio 
dialisi 


Soluzione 
concentrata 


Figura 5.14 Separazione per dialisi di molecole grandi e piccole. (a) 
Soltanto le molecole piccole possono diffondere attraverso i pori nel 
sacchetto. (b) All'equilibrio, la concentrazione delle molecole picco- 
le è circa la stessa all’interno e all’esterno del sacchetto, mentre le 
macromolecole sono rimaste all’interno del sacchetto. 


con siti di Legame specifico 
legame per di una molecola 
ligandi diversi al ligande 

della matrice 
Matrice della Ligande ancorato 


alla matrice 


Figura 5.15 Separazione delle macromolecole per cromatografia per 
affinità. Gli incavi sui quadrati e sui semicerchi rappresentano. sche- 
maticamente i siti di legame per ligandi presenti su macromolecole. 
Soltanto i siti di legame a forma di triangolo si possono legare ai 
ligandi ancorati alla matrice. 
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matografia per affinità è data dalla sua capacità di 
riconoscere proprietà uniche della proteina di inte- 
resse, invece che piccole differenze nelle proprietà 
chimico-fisiche che gli altri sistemi cromatografici in- 
vece utilizzano. 

La matrice cromatografica nella cromatografia per 
affinità deve essere chimicamente inerte, avere un’e- 
levata porosità e un grande numero di gruppi fun- 
zionali capaci di formare legami covalenti con il li- 
gande. Tra i pochi materiali di cui disponiamo e che 
si adattano a questi criteri, l’agarosio, che possiede 
molti gruppi ossidrilici liberi, è sicuramente il più 
utilizzato. Se il ligande ha un gruppo amminico pri- 
mario che non è essenziale per il legame alla protei- 
na da isolare, può essere legato covalentemente all’a- 
garosio in un processo a due tappe (Fig. 5.16). 


1. L’agarosio viene fatto reagire con il bromuro di 
cianogeno per formare un intermedio «attivato», 
ma stabile (commercialmente disponibile). 

2. Il ligande reagisce con l’agarosio attivato forman- 
do un prodotto legato covalentemente. 


Molte proteine sono incapaci di legarsi a ligan- 
di che abbiano reagito con il bromuro di cianogeno 
per interferenze steriche che si vengono a creare con 
la matrice solida di agarosio. Questo problema può 
essere superato attaccando il ligande all’agarosio me- 
diante un gruppo «spaziatore» flessibile. Uno dei si- 
stemi più convenienti per ottenere questo risultato 
è riportato nella Fig. 5.17. Una diammina appropria- 
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N = 
+ =C_ 
OH N=C—-Br 
0 Bromuro 
di cianogeno 
Agarosio 


Fase 1 | OH 


Agarosio «attivato» 


Fase 2 agi + H30 
o) 
Il 


0° 


Figura 5.16 La formazione di agarosio attivato con bromuro di ciano- 
geno (in alto) e la sua reazione con un’ammina primaria per generare 
un ligande legato covalentemente da usare nella cromatografia per 
affinità (in basso). 


î 
R—-C-0 + R—N=C=N—R" 


1 OH Ligande con un gruppo Carbodiimmide 
HjN— (CH), NH, carbossilico 
NH, + HBr 2 
(0) lo. 7 
0 [ / 
Agarosio -O0—CT—NH—(CHo)n —NHy R_C_0—-C 
Figura 5.17 Legame all’agarosio di un a 


ligande con un gruppo carbossilico 
mediante un gruppo «-amminoalchi- 
lico. (1) L'w-amminoalchilazione del- 
l’agarosio da attivazione con bromu- 
ro di cianogeno. (2) Attivazione del 
ligande con il gruppo carbossilico da 
carbodiimmide solubile in acqua. (3) 
Reazione dell’u-amminoalchil-agarosio 
con il gruppo carbossilico attivato dalla 
carbodiimmide del ligande che pro- 
duce un materiale per cromatografia 
per affinità in grado di legare specifi- 
camente una proteina che abbia un 
sito per il ligande R. 


(o) (0) 
Il 


il 
Agarosio -O0—C—NH— (CHo), NH—-C—R 


Î i A 
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ta, come la esametilen diammina viene accoppiata 
all’agarosio attraverso il bromuro di cianogeno me- 
diante una w-amminoalchilazione. Il prodotto che si 
forma viene accoppiato al ligande in una reazione 
che dipende dai gruppi funzionali del ligande stesso. 
La Fig. 5.17 mostra la reazione complessiva di accop- 
piamento di un ligande, che possiede un gruppo car- 
bossilico, all’estremità dello spaziatore mediante una 
carbodiimmide solubile in acqua come la 
1-etil-3-(3-dimetilamminopropil) carbodiimmide 
(EDAC) per attivare il gruppo carbossilico. Sono sta- 
te messe a punto molte altre reazioni di accoppia- 
mento e praticamente qualsiasi ligande può essere 
attaccato all’agarosio. Oggi, molti derivati dell’aga- 
rosio con particolari ligandi sono disponibili sul mer- 
cato. 

Il ligande utilizzato per l’isolamento con la croma- 
tografia per affinità di una particolare proteina deve 
possedere un’affinità sufficientemente elevata da im- 
mobilizzare la proteina sul gel di agarosio, ma non 
così elevata da impedirne il rilascio successivo. Se il 
ligande è un substrato dell’enzima che deve essere 
isolato, le condizioni cromatografiche devono essere 
tali da non consentire all’enzima di funzionare o di 
distruggere il ligande. 

Dopo essere stata legata ad una colonna per una 
cromatografia per affinità e le impurezze sono state 
lavate via, la proteina deve essere rilasciata dalla co- 
lonna. Un sistema è quello di eluire la colonna con 
un composto che abbia un’affinità superiore per il 
sito di legame che la proteina utilizza per il ligande 
immobilizzato. Un altro sistema è quello di alterare 
le condizioni della soluzione che passa attraverso la 
colonna in modo da rendere instabile il complesso 
proteina-ligande, per esempio, modificando il pH, la 
forza ionica o la temperatura. Bisogna tenere presen- 
te che le condizioni non devono essere così drastiche 
da denaturare irreversibilmente la proteina. 

La cromatografia per affinità è stata utilizzata per 
purificare sostanze quali enzimi, anticorpi, proteine 
di trasporto, recettori di ormoni, membrane e anche 
cellule intere. L’ormone proteico insulina (paragra- 
fo 25.2) è stato legato covalentemente all’agarosio ed 
usato per isolare il recettore dell’insulina, una pro- 
teina presente sulla superficie delle cellule solo in pic- 
colissime quantità, e di cui molte proprietà sono an- 
cora sconosciute. Il potere di separazione della cro- 
matografia per affinità rispetto ad una data proteina 
è molto spesso molto più elevato di quello delle altre 
tecniche cromatografiche (Fig. 5.18 e Tabella 5.4). La 
sostituzione di molte tappe cromatografiche di un 
protocollo di purificazione di una proteina con una 
sola tappa di cromatografia per affinità porta a una 
proteina più pura e ad una resa maggiore. 


(a) 
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Attività —; 
nucleasica 


Acido acetico 
pH 3,1 
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Assorbimento della luce a 280 nm 
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Figura 5.18 (a) La purificazione della nucleasi da Staphylococcus (un 
enzima capace di idrolizzare il DNA) con cromatografia per affinità 
su una colonna di agarosio specifico per la nucleasi. Il composto mo- 
strato in (b), la cui unità difosfotimidinica si lega specificamente alla 
nucleasi, è stato legato covalentemente all’agarosio attivato con bro- 
muro di cianogeno. È stata preparata una colonna delle dimensioni 
di 0,8 x 5 cm ed equilibrata con un tampone borato 0,05m, pH 8,0, 
contenente 0,01M CaCl,. Sono stati poi applicati sulla colonna 40 
mg di materiale parzialmente purificato in 3,2 ml dello stesso tampo- 
ne. Dopo aver fatto passare attraverso la colonna circa 50 ml di tam- 
pone con un flusso di 70 ml-h7!, è stata applicata una soluzione 
0,1m di acido acetico per eluire l'enzima. Tutta l’attività enzimatica 
originale è stata recuperata in 8,2 mg di nucleasi pura. (Fonte: Cua- 
TRECASAS, P., WILCHEK, M. e ANFINSEN, C.B., Proc. Natl. Acad. Sci., 
61, p. 636, 1968.) 


La cromatografia per immunoaffinità sfrutta 
la specificità di legame 
degli anticorpi monoclonali 


La fusione dell’immunochimica con la croma- 
tografia per affinità ha generato un nuovo metodo 
molto promettente per la purificazione delle moleco- 
le biologiche. Legando gli anticorpi monoclonali (pa- 
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Eiopi Attività specifica Resa Fattore** di 
(nkat - g7')* (%) purificazione 
Schema A: un procedimento cromatografico «tradizionale» 
1. Sopranatante del fegato 0,17 100 1 
2. Precipitato da ammonio solfato sax tE+ KE 
3. Cromatografia su DEAE-Sephadex ed eluizione a tappe con KCI 4,9 52 29 
4. Cromatografia su DEAE-Sephadex ed eluizione con gradiente lineare ° 
di KCI 23 45 140 
5. Cromatografia su DEAE-cellulosa ed eluizione con gradiente di KCI 44 33 260 
6. Concentrazione per eluizione a tappe da DEAE-Sephadex 80 15 480 
7. Cromatografia su Bio-Gel P-225 130 15 780 
Schema B: un procedimento di cromatografia per affinità 
1. Sopranatante del fegato 0,092 100 1 
2. Cromatografia su DEAE-cellulosa ed eluizione a tappe con KCI 20,1 104 220 
3. Cromatografia per affinità**** 420 83 4500 - 


* Un katal (abbreviato kat) corrisponde alla quantità di enzima che catalizza 
la trasformazione di una mole di substrato per secondo nelle condizioni stan- 
dard. Un nanokatal (nkat) è 107° kat. : 

** Calcolato dall'attività specifica; la prima tappa viene arbitrariamente assunta 
pari all'unità. 

*** L'attività non può essere determinata accuratamente in questa fase in 
quanto risulta difficile correggere il valore per la contaminazione da altri 
enzimi. 


ragrafo 5.1D) ad una opportuna matrice solida si ot- 
terrà un materiale che potrà legare soltanto la pro- 
teina contro cui è diretto l’anticorpo. Questa croma- 
tografia per immunoaffinità può portare ad una 
purificazione di oltre 10 000 volte in una sola tappa. 
Gli svantaggi della cromatografia per immunoaffini- 
tà sono dovuti alle difficoltà tecniche che si incontra- 
no nella produzione degli anticorpi monoclonali e al- 
le condizioni drastiche spesso necessarie per l’elui- 
zione delle proteine legate. 


E. Altre tecniche cromatografiche 


Molti altri tipi di cromatografie sono pure im- 
portanti in biochimica. Vediamo ora una piccola ras- 
segna di queste tecniche. 


La cromatografia per adsorbimento 
separa le sostanze non polari 


Nella cromatografia per adsorbimento (il 
metodo cromatografico originale) le molecole sono 
adsorbite fisicamente sulla superficie di materiali in- 
solubili come l’allumina (A1,03), il carbone attivo 
(charcoal), la farina fossile (fossili unicellulari noti 
anche come diatomee), polvere di saccarosio molto 


**** II materiale per la cromatografia per affinità è stato preparato unendo 
la glucosammina (un inibitore della glucochinasi) mediante un braccio spazia- 
tore 6-amminoesanoico all’agarosio attivato con NCBr. 

Fonte: Schema A, CORNISH-B0WDEN, A., Fundamentals of enzyme kinetics, p. 
48, Butterworths, 1979 modificata da Parry, M.]. e Water, D.G., Biochem. 
J., 99, p. 266, 1966; Schema B, Hoirovpe, M.j., ALten, B.M., Storer, A.C., 
Warsey, A.S., CHEsHER, J.M.E., TRAYER, I.P., CORNISH-BowDEN, A. e WaLker, D.G., 
Biochem. /., 153, p. 363, 1976. 


fine o gel di silice (acido silicico), mediante la for- 
mazione di legami idrogeno o di interazioni di van 
der Waals. Le molecole vengono eluite dalla colonna 
da un solvente puro come il cloroformio, l’esano, l’e- 
tere etilico oppure da una miscela di questi solventi. 
Il processo di separazione si basa sulla ripartizione 
delle sostanze tra il materiale polare della colonna 
e il solvente non polare. Questo procedimento viene 
molto spesso usato per separare molecole non polari 
piuttosto che proteine. 


La cromatografia su idrossiapatite separa 
le proteine 


Le proteine vengono adsorbite da gel di idros- 
siapatite cristallina, una forma insolubile di calcio 
fosfato con la formula empirica di Cas(PO.3 0H. La 
separazione delle proteine avviene mediante eluizio- 
ne con gradiente di concentrazione di ione fosfato 
(la presenza di un altro anione non è importante). 
Le basi chimico-fisiche di questo frazionamento non 
sono del tutto note, ma apparentemente coinvolgono 
l’adsorbimento di anioni a livello dei siti con Ca?+ 
e di cationi a livello dei siti con i gruppi POî” del 
lattice di idrossiapatite cristallina. 
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La cromatografia su strato sottile viene usata 
per separare le molecole organiche 


Nella cromatografia su strato sottile (TLC), 
un sottile strato di materiale solido posto su un vetro 
svolge la funzione del foglio di carta nella cromato- 
grafia ascendente su carta. Nella TLC il materiale cro- 
matografico può essere di natura diversa e variare 
da scambiatori di ioni, ad agenti per gel filtrazione 


e ad adsorbenti fisici. In base alla scelta del solvente 


per la fase mobile la separazione può avvenire per 
adsorbimento, ripartizione, gel filtrazione, scambio 
ionico oppure mediante una combinazione di meto- 
di diversi. I vantaggi sotto forma di convenienza, ra- 
pidità ed elevata risoluzione hanno reso questa tec- 
nica molto utile per l’analisi delle molecole organiche. 


La cromatografia in fase inversa 
separa le molecole non polari 


La cromatografia in fase inversa (RPC) è una 
forma di cromatografia per ripartizione liquido- 
liquido in cui il carattere polare delle fasi è inverso 
rispetto alla cromatografia su carta: la fase staziona- 
ria è costituita da un liquido non polare immobiliz- 
zato su un supporto solido relativamente inerte e la 
fase mobile è rappresentata da un liquido più polare. 
La cromatografia in fase inversa è stata sviluppata 
per separare miscele di sostanze non polari come i 
lipidi, ma è diventata anche utile nel separare so- 
stanze polari come i nucleotidi. 


La cromatografia liquida ad alta risoluzione 
consente separazioni molto nette 


Nella cromatografia liquida ad alta risolu- 
zione (HPLC) la separazione può avvenire per ad- 
sorbimento, scambio ionico, esclusione molecolare op- 
pure per RPC, come abbiamo visto in precedenza. 
Rispetto a questi metodi, le separazioni vengono molto 
migliorate dall’uso di colonne ad alta risoluzione con 
tempi di ritenzione molto ridotti. Le colonne strette 
e lunghe vengono riempite con sferette piccolissime 
di vetro o di plastica rivestite con uno strato sottile 
di fase stazionaria. La fase mobile può essere uno 
dei sistemi di solventi che abbiamo incontrato pri- 
ma, comprese le eluizioni con gradienti di miscele 
binarie o ternarie. Nel caso della cromatografia per 
HPLC la fase mobile viene forzata a passare attraver- 
so la colonna molto impaccata ad una pressione che 
può superare le 1000 atmosfere, riducendo conside- 
revolmente il tempo di analisi. I materiali eluiti ven- 


gono rivelati quando escono dalla colonna determi- 
nando variazioni nell’adsorbimento della luce UV, 
nell’indice di rifrazione o nella fluorescenza. 

I vantaggi della cromatografia per HPLC sono i se- 
guenti. 


1. La sua elevata risoluzione, che consente di sepa- 
rare miscele di sostanze che non è stato possibile 
isolare con altri metodi. 

2. La sua velocità, che consente di completare la mag- 
gior parte delle separazioni in un tempo inferio- 
re ad un'ora. 

3. La sua alta sensibilità, che, almeno nei casi più 
favorevoli, consente di valutare quantitativamen- 
te anche frazioni di picomole di sostanza. 

4. La possibilità di automatizzare il sistema. 


I suoi svantaggi sono la bassa capacità, che limita l’im- 
piego di questa tecnica per preparazioni di grandi 
quantità di materiale (anche se in alcuni casi sono 
disponibili colonne per HPLC preparative) e i costi 
elevati delle strumentazioni necessarie. I vantaggi su- 
perano però di gran lunga gli svantaggi ed oggi pra- 
ticamente nessun laboratorio di biochimica è privo 
di un sistema per cromatografia ad HPLC. 


La cromatografia gas-liquido 
separa le sostanze volatili 


Nella cromatografia gas-liquido (GLC) la fa- 
se stazionaria è un solido inerte come la farina fossi- 
le o polvere di materiale refrattario, impregnati di 
un liquido a bassa volatilità come l’olia di silicone 
o il glicole polietilenico. Il materiale solido viene in- 
trodotto in una colonna lunga e sottile che viene man: 
tenuta ad una temperatura di circa 200 °C (la tempe- 
ratura può essere sistematicamente variata durante 
il corso dell’analisi). La fase mobile è un flusso di gas 
inerte come Ar, He, N; in cui viene evaporato il 
campione da analizzare. La velocità di migrazione 
dei composti presenti nella miscela iniziale dipende 
dalla solubilità di queste sostanze nel gas trasporta- 
tore e nel liquido della fase stazionaria immobilizza- 
ta. I componenti presenti nel flusso di gas che esce 
dalla colonna sono determinati analizzando alcune 
proprietà fisiche del gas, come la conducibilità ter- 
mica, oppure fenomeni di ionizzazione. Queste so- 
stanze possono essere analizzate inviando il gas in 
uscita in uno spettrometro di massa. 

I composti che possono essere sottoposti alla GLC 
devono essere volatili e stabili alle alte temperature. 
Ciò limita l’impiego della GLC a composti con masse 
molecolari relativamente basse. La possibilità di sot- 
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toporre composti alla GLC può essere molto aumen- 
tata trasformandoli nei loro derivati volatili. Per esem- 
pio, gli amminoacidi trattati con trimetilsilano 


RCH(NH,)COOH +(C,H5);N Si(CH3)3 —> 
—> RCHINHSi(CH3)3]COOH + (C:H5)-NH 


ed i carboidrati trattati allo stesso modo sono suffi- 
cientemente volatili da essere utilizzati in GLC, men- 
tre i composti originali si decompongono alla tempe- 
ratura necessaria per renderli volatili. 

La cromatografia gas-liquido e I’HPLC sono sempre 
più utilizzate nell’analisi dei fluidi corporei. Le loro 
tecniche, infatti, possono essere facilmente automa- 
tizzate e possono valutare quantità di materiale bio- 
logico, come vitamine, steroidi, lipidi o metaboliti di 
farmaci, a livello di nanomoli. 


Cromatografia per interazioni idrofobiche 


Anche se le catene laterali non polari tendono 
a restare all’interno delle proteine native lontano dal- 
l’acqua (paragrafo 7.3B), una parte di questi gruppi 
idrofobici sono esposti ed accessibili al solvente ac- 
quoso sulla superficie della proteina. Di conseguenza 
nelle condizioni opportune, le proteine possono inte- 
ragire con gruppi non polari immobilizzati su una 
matrice. Queste interazioni sono alla base non solo 
della cromatografia per interazioni idrofobiche 
(IC); detta anche cromatografia idrofobica, ma 
anche della cromatografia a fase inversa (RPC, para- 
grafo 5.3E). Mentre la fase stazionaria della RPC ha 
un carattere fortemente idrofobico, nella HIC essa è 
una sostanza idrofilica, come il gel di agarosio, che 
è stato sostituito con gruppi idrofobici, di solito resi- 
dui ottilici o fenilici. 

Le interazioni idrofobiche nella RPC sono forti e 
quindi la fase mobile eluente deve essere altamente 
non polare (cioè contenere elevate concentrazioni di 
solventi organici come l’acetonitrile) per staccare le 
sostanze adsorbite dalla fase stazionaria. L’RPC quin- 
di può denaturare le proteine. Al contrario, le inte- 
razioni idrofobiche nella HIC sono relativamente de- 
boli e le proteine conservano la loro struttura nativa. 
Gli eluenti nelle HIC, che devono ridurre progressi- 
vamente la forza di queste interazioni deboli, sono 
tamponi acquosi con, per esempio, concentrazioni sa- 
line decrescenti (le interazioni idrofobiche sono raf- 
forzate dalle alte forze ioniche, paragrafo 5.2.A), con- 
centrazioni crescenti di detergenti oppure pH crescen- 
ti. L’HIC separa quindi le proteine native in base al lo- 
ro grado di idrofobicità superficiale, un criterio diverso 
da quelli utilizzati dagli altri tipi di cromatografia. 
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4. ELETTROFORESI 


L’elettroforesi, la migrazione di ioni in un 
campo elettrico, è largamente usata per le separazio- 
ni analitiche delle molecole biologiche. La legge del- 
l’elettrostatica stabilisce che la forza elettrica, Folettrica» 
su uno ione di carica qg in un campo elettrico di forza 
E è espressa da 


Felettrica= GE [5.6] 


La risultante migrazione elettroforetica dello ione at- 
traverso una soluzione viene rallentata da una forza 
frizionale 


Frrizionale = Vf [5.7] 


dove v è la velocità di migrazione dello ione ed'f 
è il suo coefficiente frizionale. Il coefficiente frizio- 
nale è una misura del freno che la soluzione esercita 
sul movimento dello ione e dipende dalle sue dimen- 
sioni, dalla sua forma e dal suo stato di solvatazio- 
ne, come pure dalla viscosità della soluzione. 

In un campo elettrico costante, le forze sullo ione 
si bilanciano: 


qE=vf [5.8] 


e quindi ogni ione si muove con una velocità costan- 
te caratteristica. La mobilità elettroforetica, 4, di 
uno ione viene definita come 


[5.9] 


La mobilità elettroforetica (ionica) in acqua a 25 °C 
di alcuni piccoli ioni è riportata nella Tabella 2.2. 
L’equazione [5.9] è realmente applicabile soltanto 
a ioni a diluizione infinita in un solvente non condu- 
cente. In soluzione acquosa, i polielettroliti, come le 
proteine, sono circondati da una nuvola di ioni con 
carica opposta, che modifica quindi le condizioni del- 
l'equazione [5.9] che diventa al massimo soltanto 
un’approssimazione della realtà. La complessità del- 
le soluzioni ioniche ha impedito di sviluppare una 
teoria che possa predire in modo certo la mobilità 
di un polielettrolita. L’equazione [5.9] indica però che 
al punto isoelettrico, pI, le molecole hanno una mo- 
bilità elettroforetica pari a zero. Inoltre per le protei- 
ne e altri polielettroliti che possiedono proprietà acido- 
basiche, la carica ionica, e quindi la mobilità elettro- 
foretica, è una funzione del pH. 
L'uso dell’elettroforesi per la separazione di pro- 
teine è stato reso noto per la prima volta nel 1937 
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dal biochimico svedese Arne Tiselius. Nella tecnica 
che egli mise a punto, l’elettroforesi a fronte mo- 
bile (in fase libera), una soluzione proteica veniva 
posta in un tubo a forma di U e su entrambe le estre- 
mità della soluzione proteica veniva stratificata sen- 
za rimescolamenti una soluzione tamponata. Veniva 
poi applicato un campo elettrico immergendo i suoi 
elettrodi alle due estremità e facendo passare corren- 
te: le proteine cariche poste nel tubo erano quindi 
costrette a migrare verso il polo con carica opposta 
(Fig. 5.19). Proteine diverse si muovono a velocità di- 
verse a causa delle differenze esistenti nella loro ca- 
rica elettrica e nel loro coefficiente frizionale, gene- 
rando una serie di fronti mobili, contenenti ciascuno 
una proteina, che si spostano nella soluzione tampo- 
ne verso uno degli elettrodi. 

L’elettroforesi a fronte mobile è stata una delle tec- 
niche analitiche più potenti utilizzate all’inizio dello 
studio della chimica delle proteine. Per prevenire il 
rimescolamento per convezione delle proteine che 
stanno migrando è necessario un apparato molto in- 
gombrante che richiede quantità di campione molto 
grandi. L’elettroforesi a fronte mobile è stata quindi 
soppiantata dall’elettroforesi zonale, una tecnica in 
cui il campione viene costretto a muoversi in un sup- 
porto solido come carta da filtro, cellulosa oppure 
un gel. Questo espediente elimina quasi completamen- 
te il rimescolamento da convezione del campione, 
problema che limitava la capacità risolutiva dell’elet- 
troforesi a fronte mobile. Inoltre le piccole quantità 


Tampone 


ascendenti ; 
Fronti 


iniziali 


{>Fronti 


discendenti 


Proteina 
disciolta nei 
tampone 


Figura 5.19 Schema di una cella di Tiselius per la misura della mobi- 
lità elettroforetica con il metodo del fronte mobile. Nell'esempio, le 
due diverse specie di proteine cariche negativamente e con diversa 
Mobilità elettroforetica sono disciolte nel tampone. Mentre le protei- 
ne migrano verso l’anodo, il bordo iniziale e finale della proteina 
più veloce supereranno quelli dell'altra proteina più lenta formando 
due fronti mobili ascendenti e due fronti mobili discendenti. 
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(b) Striscia di carta 


loni Punto di loni 
negativi applicazione positivi 
del campione 


Figura 5.20 Elettroforesi su carta. (a) Schema dell'apparecchio usato. 
Il campione viene applicato in un punto della carta inumidita con 
il tampone. Le estremità della carta sono in contatto con il tampone 
contenuto in due recipienti in cui sono immersi anche gli elettrodi; 
viene poi applicato un campo elettrico. (b) Schema di un elettrofore 
togramma su carta completato. Notate che gli ioni positivi (cationi) 
hanno migrato verso îl catodo e gli ioni negativi (anioni) hanno mi- 
grato verso l’anodo. Le molecole scariche sono rimaste nel punto 
di applicazione. 


che vengono impiegate nell’elettroforesi zonale con- 
sentono di visualizzare i vari componenti del cam- 
pione in esame come bande (zone) ben definite. 


A. Elettroforesi su carta 


Nell’elettroforesi su carta, il campione viene 
applicato in un punto della striscia di carta o di ace- 
tato di cellulosa inumidita con la soluzione tampone. 
Le estremità della striscia di carta vengono immerse 
in due recipienti separati contenenti il tampone ed 
in questi recipienti sono posti gli elettrodi (Fig. 5.20). 
Dopo aver applicato una corrente continua, gli ioni 
presenti nel campione migrano verso l’elettrodo con 
carica opposta ad una velocità caratteristica, forman- 
do alla fine bande separate ed omogenee. La velocità 
di migrazione di uno ione viene influenzata in parte 
dalle sue interazioni con il supporto solido, ma di- 
pende sostanzialmente dalla sua carica. Dopo aver 
completato l’elettroforetogramma (sono di solito ne- 
cessarie alcune ore) la striscia viene asciugata ed i 
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vari componenti del campione vengono rivelati uti- 
lizzando gli stessi sistemi di rivelazione che servono 
per la cromatografia su carta (paragrafo 5.3B). 

È possibile utilizzare per molti tipi di separazioni 
elettroforetiche diverse un campo elettrico di circa 
20 V per cm-!. L’elevata velocità di diffusione delle 
piccole molecole come gli amminoacidi ed i piccoli 
peptidi limita la loro risoluzione se presenti in mi- 
scele molto complesse. Questa difficoltà può essere 
superata usando un campo elettrico di circa 200 V 
per cm 71, che aumenta anche la velocità della sepa- 
razione. In questo tipo di elettroforesi su carta ad 
alto voltaggio, la carta viene mantenuta tra due piat- 
ti raffreddati in modo da sottrarre continuamente 
il calore prodotto dalla corrente ad alto voltaggio. 

L’elettroforesi su carta e la cromatografia su carta 
sono in apparenza simili, ma l’elettroforesi su carta 
separa gli ioni principalmente in base alla loro cari- 
ca, mentre la cromatografia su carta separa le mole- 
cole in base alla loro polarità. I due metodi vengono 
spesso combinati per generare una tecnica bidimen- 
sionale chiamata fingerprinting, in cui il campione 
viene prima sottoposto ad una separazione cromato- 
grafica come nella cromatografia bidimensionale, ma 
la seconda tappa cromatografica viene sostituita da 
un’elettroforesi (paragrafo 5.3B). Le molecole in que- 
ste condizioni vengono separate sia in base alla loro 
carica che alla loro polarità. Le sostanze possono es- 


(6) 
fo, 
cH=cH = + 
Acrilamide 


sere separate da una elettroforesi bidimensionale 
usando due pH diversi nelle due corse elettroforeti- 
che in modo da variare la carica delle varie molecole 
e quindi la migrazione nelle due elettroforesi. 


B. Gel elettroforesi 


La gel elettroforesi è tra i metodi più efficaci 
e convenienti usati per la separazione di macromole- 
cole. I gel di uso più comune, la poliacrilamide e l’a- 
garosio, hanno pori di dimensioni molecolari il cui 
diametro può essere scelto a priori. Le separazioni 
in questi casi si basano quindi sulla gel filtrazione 
oltre che sulla mobilità elettroforetica delle molecole. 
I gel in questi tipi di elettroforesi ritardano le mole- 
cole di grandi dimensioni rispetto a quelle piccole, 
l'inverso di quanto avviene nella gel filtrazione, in 
quanto non c’è spazio con solvente tra i granuli del 
gel per elettroforesi (che invece esiste tra le sferette 
del gel nella gel filtrazione); i gel per la gel elettrofo- 
resi vengono preparati direttamente nell’apparec- 
chietto da elettroforesi. Quindi, mentre le molecole 
migrano attraverso il gel, il movimento delle mole- 
cole più grandi viene rallentato o impedito, separan- 
dole da quelle più piccole. 

Nell’elettroforesi su gel di poliacrilamide (PA- 
GE), i gel si formano dalla polimerizzazione indotta 
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Figura 5.21 La polimerizzazione dell’acrilamide e della 
N,N'-metilenebisacrilamide per formare un gel di poliacrilamide con 
legami crociati. La polimerizzazione viene indotta da radicali liberi 
generati dalla decomposizione chimica dell'ammonio persolfato 
(51037 ——» 2504) oppure dalla fotodecomposizione della ribofla- 
vina in presenza di tracce di O. In entrambi i casi, viene di solito 
aggiunto alla miscela necessaria alla formazione del gel il composto 


N,N,N°,N'-tetrametiletilendiammina (TEMED), uno stabilizzatore di 
radicali liberi. Le proprietà fisiche del gel e le dimensioni dei pori 
dipendono dalla proporzione di poliacrilamide nel gel e dal grado 
di formazione di legami crociati. Le concentrazioni di poliacrilamide 
più comunemente utilizzate vanno dal 3 al 15% con una quantità 
di N,N'-metilenebisacrilamide corrispondente a circa il 5% dell’acri- 
lamide totale. 
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Figura 5.22 Rappresentazione di un apparecchio da elettroforesi su 
gel in cui sono indicate anche le reazioni agli elettrodi. Il gel viene 
polimerizzato in un tubo che è poi posto tra due recipienti con il 
tampone. Il campione, contenuto in un piccolo volume di tampone, 
viene stratificato in alto sul gel e viene data corrente. Quando l’elet- 
troforesi è completata, il gel viene tolto dal tubo per essere sottoposto 
a colorazione oppure ad altri trattamenti. 


da radicali liberi di acrilamide e N,N’-metilenebi- 
sacrilamide in un tampone di nostra scelta (Fig. 5.21). 
Nella forma più semplice di PAGE, un tubo lungo da 
3a10cm, in cui è stato fatto polimerizzare il gel, vie- 
ne sospeso verticalmente tra un recipiente superiore 
ed uno inferiore contenenti il tampone (Fig. 5.22). Il 
gel può essere formato su lastre (slab gel) rettangolari 
sottili in cui possono essere analizzati contemporanea- 
mente campioni diversi in linee diverse (Fig. 5.23, un 
buon metodo per confrontare campioni simili). Il tam- 
pone, che è lo stesso nei recipienti e nel gel, ha di soli- 
to un pH (per le proteine circa 9) tale da conferire alle 
macromolecole una carica negativa e quindi da indur- 
re una migrazione verso l’anodo posto nel recipiente 
inferiore. Ogni campione, contenente anche meno di 
10 ug di materiale, viene disciolto nel volume mini- 
mo di una soluzione relativamente densa di glicerolo 
o di saccarosio per prevenire il rimescolamento della 
soluzione con il tampone presente nel recipiente su- 
periore e depositato in alto sul gel. Per i gel in lastre 
(slab gel) i campioni vengono depositati in appositi poz- 
zetti preparati in precedenza sulla sommità del gel 
(Fig. 5.23). In alternativa, il campione può essere con- 
tenuto in una piccola frazione di gel, il gel del cam- 
pione, i cui pori sono sufficientemente grandi da non 
impedire il movimento alle macromolecole di qual- 
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siasi dimensione. Viene poi applicata una corrente con- 
tinua di 300 V per il tempo necessario a separare i 
componenti macromolecolari in una serie di bande 
discrete (da 30 a 90 min); il gel viene poi rimosso dalla 


lastra di vetro e le bande vengono visualizzate con . 


metodi appropriati (vedi oltre). Usando questa tecni- 
ca, una miscela proteica di 0,1-0,2 mg può essere ri- 
solta in 20 o più bande discrete. 


L’elettroforesi a disco ha migliorato 
la risoluzione 


Nel metodo precedente la risoluzione delle va- 
rie bande presenti nel campione dipende dalla lun- 
ghezza del gel che le macromolecole possono per- 
correre durante la separazione. Le bande possono es- 


Campione 


Scanalature 


per il campione 
Catodo 


Supporti 
di plastica 


Figura 5.23 Apparato per l’elettroforesi su lastra (s/ab). 
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Figura 5.24 Apparato per l’elettroforesi a disco. | campioni sono ap- 
plicati in scanalature che sono state preformate in alto sul gel e l’elet- 
troforesi avviene in linee parallele. 


106 Capitolo 5 


sere meglio risolte e diventare più nette utilizzando 
una tecnica ingegnosa nota come elettroforesi a pH 
discontinuo oppure a disco, che richiede due siste- 
mi di gel e diverse soluzioni tampone (Fig. 5.24). Il 
«gel per la corsa», in cui avviene la separazione, vie- 
ne preparato come è stato descritto in precedenza 
e quindi viene stratificato sopra uno strato di un cm 
di altro gel con pori molto grandi, detto «gel di accu- 
mulo» o «spaziatore». Il tampone nel recipiente infe- 
riore e nel gel per la corsa ha le proprietà descritte 
in precedenza, mentre quello nella soluzione del cam- 
pione (o nel gel del campione) e nel gel di accumulo 
ha un pH di circa due unità più basso rispetto a quel- 
lo del recipiente inferiore. Il pH del tampone nel re- 
cipiente superiore che deve contenere un acido de- 
bole (di solito la glicina, pK2=9,6) viene portato a 
un valore simile a quello del recipiente inferiore. 
Quando viene applicata corrente, gli ioni migrano 
dal tampone nel recipiente superiore nel gel di accu- 
‘mulo e gli ioni presenti nel tampone di questo gel 
migrano anch'essi davanti a loro. Quando ha luogo 
questo spostamento, gli ioni del tampone nel reci- 
piente superiore incontrano un pH che è molto più 
basso del valore della loro pK ed assumono quindi 
la loro forma scarica (nel caso della glicina la forma 
Zwitterionica) e diventano elettroforeticamente im- 
mobili. Ciò determina una diminuzione dei traspor- 
tatori di carica, cioè si genera in questa regione un’e- 
levata resistenza elettrica R, che, per il continuo ri- 
fornimento di una corrente I costante attraverso il 
circuito elettrico secondo la legge di Ohm (E=IR), 
determina un aumento localizzato del campo elettri- 
co E. In risposta all'aumento del campo, gli anioni 
macromolecolari migrano rapidamente fino a che non 
incontrano gli ioni del tampone del gel di accumulo, 
dove la loro migrazione tende a rallentare poiché in 
questa regione non vi è carenza di ioni. Questo effet- 
to fa sì che le macromolecole ioniche si avvicinino al 
gel per la corsa e si accumulino in bande o dischi 
molto vicini tra loro (circa 0,01 mm), ordinati secon- 
do la loro mobilità, che si trovano tra gli ioni del 
tampone del recipiente superiore che stanno migran- 
do e quelli del tampone del gel di accumulo. Appena 
le macromolecole ioniche entrano nel gel per la cor- 
sa, la loro migrazione diminuisce per l’effetto della 
gel filtrazione. Questo fatto consente agli ioni del tam- 
pone del recipiente superiore di raggiungere le ban- 
de delle macromolecole e poiché il pH del tampone 
del gel per la corsa è più alto, essi possono riassume- 
re la loro forma completamente carica appena entra- 
no nel gel. Viene quindi a scomparire il difetto di 
trasportatori di carica e da questo punto in poi l’elet- 
troforesi procede normalmente. La compattezza del- 
le bande delle macromolecole che entrano nel gel au- 
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Figura 5.25 Fotografia delle bande che appaiono in una colonna di 
gel di poliacrilamide (0,5 x 4,0 cm) dopo una elettroforesi a disco 
del siero umano. Le proteine sono state colorate con amido black 
(nero). (Per gentile concessione di Robert W. Hartley, NIH.) 


menta profondamente la risoluzione della separazio- 
ne operata da questa tecnica (Fig. 5.25). 


I gel di agarosio vengono usati 
per separare grandi molecole 


Per disporre di pori sufficientemente larghi per 
separare con un PAGE molecole con massa molecola- 
re superiore a 200 kD è necessario che la concentra- 


‘ zione di poliacrilamide nèl gel sia intorno a 2,5%; 


in queste condizioni i gel sono molto molli e difficol- 
tosi da usare. Il problema viene superato utilizzando 
l’agarosio (paragrafo 5.3C) da solo o mescolato con 
la poliacrilamide. Per esempio, un gel con una con- 
centrazione di agarosio dello 0,8% viene usato per 
la separazione elettroforetica degli acidi nucleici con 
masse molecolari superiori a 50000 kb. 


Le bande nei gel possono essere rivelate 
per colorazione o per conteggio 
della radioattività 


Le bande che si ottengono durante la separa- 
zione elettroforetica possono essere identificate con 
una varietà di metodi. Il gel viene immerso in una 


T 
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soluzione alcolica ed acida contenente il Coomassie 
brilliant blue, il colorante più utilizzato a questo 
scopo. Questo trattamento fissa la proteina nel gel 
denaturandola e allo stesso tempo il colorante si com- 
plessa alla proteina. Il colorante in eccesso viene ri- 
mosso mediante numerosi lavaggi del gel con solu- 
zioni acide o con una decolorazione elettroforetica. 
È possibile evidenziare proteine presenti in quantità 
pari a frazioni di microgrammo. Le bande contenen- 
ti quantità minori di proteina possono essere visua- 
lizzate con la colorazione con argento, che è circa 
50 volte più sensibile anche se un poco più complica- 
ta da eseguire. La fluorescammina, un tipo diverso 
di evidenziante per le proteine, è una molecola non 
fluorescente che reagisce con le ammine primarie, 
come la lisina, formando un prodotto di addizione 
altamente fluorescente se irradiato con la luce UV. 


Flworescammina 
(non fluorescente) 


Le proteine, come pure altre sostanze, possono esse- 
re identificate illuminando un gel con la luce UV che 
viene adsorbita da queste molecole. Se il campione 
è radioattivo, il gel può essere asciugato sotto vuoto 
trasformandosi in un materiale simile al cellophane, 
oppure ricoperto con un foglio di plastica, e poi ada- 
giato su una pellicola per raggi X. Dopo un certo tem- 
po (che può variare da pochi minuti a molte settima- 
ne a seconda dell’intensità della radiazione) la lastra 
fotografica viene sviluppata e l’autoradiografia co- 
sì ottenuta rivelerà la posizione dei componenti ra- 
dioattivi dagli annerimenti presenti sulla lastra (in 
alternativa è possibile utilizzare un detector sensibi- 
le alle radiazioni — una pellicola elettronica — che 
rivela la posizione delle bande radioattive anche in 
pochi secondi). È possibile anche tagliare il gel in fet- 
tine e determinare in ciascuna di esse i livelli di ra- 
dioattività usando uno scintillatore liquido. Que- 
st’ultimo metodo dà risultati molto più accurati del- 
l’autoradiografia. Il materiale contenuto nelle fettine 
di gel può essere eluito per ulteriori tappe di identi- 
ficazione o per altri trattamenti. 


Prodotto di addizione della 
fluorescammina (altamente fluorescente) 


C. SDS-PAGE 


I saponi ed i detergenti sono molecole anfipati- 
che (paragrafo 2.1B) in grado di denaturare le protei- 
ne per i motivi riportati nel paragrafo 7.4E. Il sodio 
dodecil solfato (SDS), 


[CH3—(CHa);y— CH7—0— SO7 ]Na" 
Sodio dodecil solfato (SDS) 


un detergente molto spesso usato nelle preparazioni 
biochimiche, si lega abbastanza tenacemente alle pro- 
teine forzandole ad assumere una forma a bastonci- 
no. La maggior parte delle proteine lega l’SDS nello 
stesso rapporto, 1,4 g di SDS per grammo di proteina 
(circa una molecola di SDS ogni due residui ammi- 
noacidici). La carica negativa che 1’SDS porta con sé 


Sopranatanti Membrane 
1234 5678 


—50 kD 


Figura 5.26 Elettroforesi a disco su gel di poliacrilamide in presenza 


di sodio dodecil solfato (SDS) del sopranatante (a sinistra) e della fra- 
zione di membrana (a destra) di vari ceppi del batterio Sa/monella 
typhimurium. | campioni contenenti ciascuno 200 ug di proteina so- 
no stati fatti correre in linee parallele in un gel lungo 35 cm e spesso 
0,8 mm contenente il 10% di poliacrilamide. La linea indicata con 
MW contiene proteine con pesi molecolari noti, utilizzate come stan- 
dard. (Per gentile concessione di Giovanna F. Ames, University of 
California, Berkeley.) 
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Figura 5.27 Grafico semilogaritmico delle masse molecolari di 37 
catene polipeptidiche diverse, che variano da 11 a 70 kD, in funzio- 
ne della mobilità elettroforetica relativa in un gel di poliacrilamide 
in presenza di SDS. (Fonte: WEBER, K. e OsBORN, M., /. Biol. Chem., 
244, p. 4406, 1969)) 


sulle proteine maschera la loro carica intrinseca e 
quindi le proteine trattate con SDS tendono ad avere 
lo stesso rapporto carica/massa e la stessa forma. Di 
conseguenza, l’elettroforesi di proteine in un gel con- 
tenente SDS agisce sulla base delle loro masse per le 
proprietà di gel filtrazione che esse esprimono. La Fig. 
5.26 ci fornisce un esempio del potere risolutivo e 
della riproducibilità della SDS-PAGE. 

Con la SDS-PAGE è possibile anche stabilire la mas- 
sa molecolare delle proteine «normali» con una accu- 
ratezza del 5-10%. La mobilità elettroforetica delle 
proteine in questo tipo di gel varia in modo lineare 
con il logaritmo della loro massa molecolare (Fig. 
5.27). In pratica, la massa molecolare viene determi- 
nata sottoponendo la proteina ad elettroforesi insie- 
me ad alcune proteine standard di cui è noto il peso 
molecolare. 

Molte proteine possiedono più di una catena poli- 
peptidica (paragrafo 7.54). Il trattamento con SDS di- 
strugge le interazioni non covalenti che tengono unite 
queste subunità. Quindi, la SDS-PAGE determina la 
massa molecolare delle subunità e non quella della 
proteina intatta, a meno che le subunità non siano 
unite da ponti disolfuro. Viene però costantemente 
aggiunto nelle SDS-PAGE mercaptoetanolo per ridur- 
re questi ponti disolfuro (paragrafo 6.1B). 


D. Isoelettrofocalizzazione 


Una proteina ha gruppi carichi di entrambe le 


polarità e quindi possiede un punto isoelettrico, il . 


pH a cui è immobile in un campo elettrico (paragra- 
fo 4.1D). Se una miscela di proteine viene sottoposta 
ad elettroforesi in una soluzione che ha un gradîen- 
te di pH, cioè il pH aumenta lentamente andando 
dall’anodo verso il catodo, ogni proteina migrerà fino 
alla posizione in cui il gradiente di pH ha il valore 
del suo punto isoelettrico. Se una molecola proteica 
tende a spostarsi da questo punto, la sua carica netta 
cambierà in quanto incontrerà una regione con un 
pH diverso e la forza elettroforetica che si genera 
la spingerà a ritornare al punto di partenza. Ogni 
specie di proteina può quindi essere «focalizzata» in 
una banda molto stretta intorno al suo punto isoelet- 
trico, in una regione con una variazione di solo 0,01 
unità di pH. 

-Il gradiente di pH prodotto dalla miscelazione di 
due soluzioni tampone in un rapporto in continua 
variazione è instabile in un campo elettrico in quan- 
to gli ioni migrano verso l’elettrodo con polarità op- 
posta. I gradienti di pH nella isoelettrofocalizzazione 


sono formati da miscele di oligomeri a basso peso 


molecolare contenenti gruppi amminici o carbossili- 
ci alifatici (Fig. 5.28) che hanno un vasto campo di 


—CHy-N—(CHoh —N— CHi- 
(CHo)h R 
I 
NE, 


n=203 
R=Ho —(CHo), — COOH 


Figura 5.28 Formula generale delle anfoliti usate nell’isoelettrofoca- 
lizzazione. 


valori di punto isoelettrico. Una soluzione di questi 
polianfoliti, sotto l’azione di un campo elettrico, ten- 
derà a separarsi e a distribuirsi in base al loro punto 
isoelettrico, con i più acidi vicino all’anodo e quelli 
meno acidi progressivamente sempre più vicini al 
catodo. Il gradiente di pH, mantenuto dal campo elet- 
trico, viene generato dalla capacità tamponante di 
questi polianfoliti. 

Il gradiente di pH può essere stabilizzato contro 
i rimescolamenti per convezione preparandolo in un 
gradiente di concentrazione di saccarosio e quindi 
la densità della soluzione vischiosa aumenta dall’alto 
verso il basso. I moti convettivi possono essere elimi- 
nati utilizzando un gel di poliacrilamide con pochi 
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legami crociati sotto forma di tubo o di strato sottile. 
Il gel molto spesso contiene urea 


ad una concentrazione di circa 6M. Questo potente 
agente denaturante non ha cariche e non modifica 
direttamente la carica delle proteine. 

Il fatto che l’isoelettrofocalizzazione separi le pro- 
teine in bande strette la rende idonea sia da un pun- 
to di vista analitico che da quello preparativo. Molte 
preparazioni di proteine che si ritenevano pure sono 
state risolte in diversi composti mediante questa tec- 
nica di isoelettrofocalizzazione, che può essere com- 
binata con altre tecniche separative bidimensionali 
(Fig. 5.29). 


Figura 5.29 Autoradiogramma che mostra la separazione delle protei- 
ne dell’£. coli usando l’isoelettrofocalizzazione in una dimensione 
e l'SDS-PAGE nell'altra dimensione. Un campione, contenente 10 ug 
di proteine ottenute dall’£. coli, che era stato precedentemente mar- 
cato con amminoacidi resi radioattivi con !4C è stato sottoposto ad 
isoelettrofocalizzazione in un tubo delle dimensioni di 2,5x 130 mm 
contenente un gel di poliacrilamide in presenza di urea. Il gel è stato 
poi rimosso dal tubo, posto sul bordo di SDS-PAGE ed è stata applica- 
ta di nuovo corrente. Nell’autoradiogramma originale sono state con- 
tate più di 1 000 macchie, che si sono formate dopo 825 ore di espo- 
sizione. (Per gentile concessione di Patrick O’Farrell, University of 
California, San Francisco.) 


E. Elettroforesi capillare 


[160] L’elettroforesi su gel nelle sue varie forme è 
un metodo comune e altamente efficace per separa- 
re le molecole cariche, ma richiede di solito diverse 
ore di corsa e presenta difficoltà per la sua quantifi- 


cazione ed automatizzazione. Questi svantaggi sono 
superati dalla elettroforesi capillare (CE), una tec- 
nica in cui l’elettroforesi avviene in un capillare mol- 
to sottile (da 1 a 10 um di diametro) che possono esse- 
re fabbricati in quarzo, vetro o anche plastica. Que- 
sti capillari così sottili dissipano rapidamente il calo- 
re e consentono quindi di utilizzare campi elettrici 
molto alti (tipicamente da 100 a 300 V/cm-!, valori 
10 volte superiori a quelli delle altre tecniche), ridu- 
cendo il tempo di separazione a pochi minuti. Que- 
ste rapide separazioni minimizzano anche la sovrap- 
posizione delle bande causata dalla diffusione. I ca- 
pillari possono essere riempiti con tampone (come 
nell’elettroforesi in fase mobile), ma qui la strettezza 
dei capillari elimina quasi del tutto il mescolamento, 
per convezione, di gel di poliacrilamide con SDS (se- 
parazione in base alla massa molecolare) o di polian- 
foliti (isoelettrofocalizzazione, paragrafo 5.4D). Que- 
ste tecniche di CE hanno poteri risolutivi molto ele- 
vati e possono essere automatizzate, come quelle di 
HPLC, mediante un sistema di iniezione e di raccolta 
automatica del campione e dei dati. Poiché la CE può 
separare soltanto piccole quantità di materiale, il suo 
uso è per ora limitato a scopi analitici. 


5. ULTRACENTRIFUGAZIONE 


Se un recipiente contenente acqua e sabbia vie- 
ne agitato e poi lasciato riposare, la sabbia sedimenta 
rapidamente sul fondo del recipiente per effetto del- 
la forza di gravità (un’accelerazione g=9,81 m - 872). 
Le macromolecole in soluzione, sottoposte allo stesso 
campo gravitazionale, non presentano alcuna sedi- 
mentazione in quanto i moti termici casuali (Brow- 
niani) mantengono le molecole uniformemente distri- 
buite nella soluzione. Soltanto quando viene applica- 
ta una accelerazione enorme, il comportamento delle 
macromolecole diventa simile a quello dei granelli di 
sabbia nella sospensione. 

L’ultracentrifuga, utilizzata per la prima volta dal 
biochimico svedese The Svedberg intorno al 1923, 
può raggiungere velocità rotazionali fino a circa 
80 000 rpm (giri per minuto) e generare un campo 
centrifugo pari a 600 000 volte la gravità (600 000 x g). 
Usando questo strumento, Svedberg dimostrò per pri- 
mo che le proteine sono macromolecole con una com- 
posizione omogenea e che molte proteine sono com- 
poste da subunità. L’ultracentrifugazione è diventa- 
ta poi un mezzo indispensabile per l’isolamento di 
proteine, acidi nucleici e di particelle subcellulari. In 
questa sezione analizzeremo i principi teorici e l’uti- 
lizzazione pratica dell’ultracentrifugazione. 
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B. Ultracentrifugazione preparativa. 


L’ultracentrifuga preparativa, come impli- 
ca il suo nome, serve a preparare campioni e differi- 
sce dalla ultracentrifuga analitica in quanto manca- 
no i sistemi di osservazione del campione durante 
la corsa. I rotori delle ultracentrifughe preparative 
contengono tubi cilindrici in cui va messo il campio- 
ne, che possono essere in posizioni parallele, ad an- 
golo, oppure perpendicolari all’asse del rotore, a se- 


80 000 
100 000 


Figura 5.30 Coefficienti di sedimentazione in unità Svedberg 
di alcune sostanze biologiche. (Fonte: diagramma fornito dalla 
Beckman Instruments, Inc.) 


conda della particolare applicazione che si intende 
eseguire (Fig. 5.31). 

Nella derivazione dell’equazione [5.15], si è assun- 
to che la sedimentazione avvenga in un mezzo omo- 
geneo. È possibile però effettuare una sedimentazio- 
ne in una soluzione di una sostanza inerte, come il 
saccarosio o il cloruro di cesio, in cui la concentrazio- 
ne, e quindi la densità della soluzione, aumenta dal- 
l’alto verso il basso del tubo da centrifuga. L’uso di 
questi gradienti di densità migliora il potere di ri- 
soluzione dell’ultracentrifuga. Sono molto utilizzate 
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Figura 5.31 Una selezione di rotori per ultracentrifughe preparative. 
| tubi per il campione nei rotori a bracci oscillanti sono incernierati 
in modo da poter passare dalla posizione verticale a quella orizzonta- 
le quando il rotore inizia a muoversi. Gli altri rotori sono ad angolo 
fisso ed i tubi restano anche durante la corsa sempre nella stessa 
posizione rispetto all'asse del rotore. (Per gentile concessione della 
Beckman Instruments, Inc.) 


due applicazioni dei gradienti di densità: (1) l’ultra- 
centrifugazione zonale e (2) l’ultracentrifugazio- 
ne in gradiente di densità all’equilibrio. 


L’ultracentrifugazione zonale separa 
le particelle in base al loro coefficiente 
di sedimentazione 


Nella centrifugazione zonale una soluzione di 
una macromolecola viene stratificata in cima ad un 


| 
= -—— Campione 


'-—_ Gradiente 
stabilizzante 
di saccarosio 


Centrifugazione Li 
—_ _—_— —_—_—W 


Figura 5.32 Rappresentazione schematica della centrifugazione zona- 
le. Il campione viene stratificato su un gradiente di saccarosio (a sini- 
stra). Durante la centrifugazione (in mezzo) ogni particella sedimenta 
ad una velocità che dipende principalmente dalla sua massa. Dopo 
la fine della corsa, il tubo da centrifuga viene forato sul fondo e ven- 
gono raccolte le varie particelle separate (a destra). 


| 


Ù 


— Componente che 


gradiente di densità preparato usando un apparec- 
chio simile a quello della Fig. 5.7. Lo scopo del gra- 
diente di densità è quello di rendere più omogeneo 
il passaggio delle varie zone contenenti le macromo- 
lecole eliminando i mescolamenti convettivi della so- 
luzione. Il saccarosio, che forma uno sciroppo ed una 
soluzione biochimicamente inerte, viene.comunemen- 
te usato per formare gradienti di densità per la cen- 
trifugazione zonale. Il gradiente di densità deve es- 
sere poco pronunciato in quanto la densità massima 
della soluzione deve essere minore di quella della mo- 
lecola meno densa presente nella miscela. L’equazio- 
ne [5.15] dice però che la velocità di sedimentazione 
di una macromolecola è una funzione più sensibile 
al peso molecolare che alla densità. Di conseguenza, 
l’ultracentrifugazione zonale separa le macromoleco- 
le principalmente in base alla loro massa molecolare. 
Durante la centrifugazione ogni specie molecolare 
si muove attraverso il gradiente ad una velocità che 
dipende in gran misura dal coefficiente di sedimen- 
tazione e si sposta come una banda (zona) che può 
essere separata dalle altre zone, come è mostrato nella 
Fig. 5.32. Dopo la centrifugazione, è possibile racco- 
gliere le varie zone forando il fondo del tubo da cen- 
trifuga con un ago e facendo gocciolare il contenuto 
in tante frazioni che saranno analizzate in seguito. 


L’ultracentrifugazione in gradiente di densità 
all’equilibrio separa le particelle in base 
alla loro densità 


Nella centrifugazione in gradiente di densità 
all’equilibrio [alternativamente detta anche ultracen- 


sedimenta lentamente Frazionamento | 


Componente che 


sedimenta velocemente 
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A. Sedimentazione 


La velocità cui le particelle sedimentano nell’ul- 
tracentrifuga è una funzione della loro massa. La for- 
za, Fsedimentaziones NECESSATIA per sedimentare una par- 
ticella di massa m, localizzata ad una distanza r dal 
punto intorno a cui sta ruotando con una velocità 
angolare w (in radianti per S_!) è la forza centrifu- 
ga (mr) che agisce sulla particella sottratta dalla 
forza di galleggiamento esercitata dalla soluzione che 
spinge verso l’alto la particella: 


Fsedimentazione > mar Vpew? Tr [5.10] 


dove V, è il volume della particella e 0 è la densità 
della soluzione. Come abbiamo visto nella nostra ana- 
lisi delle proprietà dell’elettroforesi, al moto di una 
particella attraverso una soluzione si oppone la forza 
frizionale: 


Ffrizionale = Vf 
[5.7] 


dove v= dr/dt è la velocità di migrazione della parti- 
cella durante la sedimentazione ed fè il coefficiente 
frizionale. Questa entità può essere determinata per 
una data particella misurando la sua velocità di dif- 
fusione. 

Sotto la spinta della forza gravitazionale (centrifu- 
ga), la particella accelera fino a che le forze non sono 
esattamente bilanciate: 


ma?r- Vpowr=vf 
[5.11] 


La massa della particella, M, è definita secondo l’e- 
quazione 


m=— [5.12] 


dove N è il numero di Avogadro (6,022 x 102). 
Quindi, 


3. _ VM 
V,=Vm=-— [5.13] 
N 


dove V, il volume parziale specifico della particel- 
la, rappresenta la variazione di volume che si ha 
quando 1 g (peso secco) di particelle viene disciolto 
in un volume infinito di solvente. Per la maggior par- 
te delle proteine disciolte in acqua pura a 20 °C, V 
ha un valore di circa 0,73 cm - g7! (Tabella 5.5). Per 
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le proteine con una composizione in amminoacidi no- 
ta, il valore di V è molto simile alla somma dei volu- 
mi parziali specifici dei residui amminoacidici pre- 
senti nella molecola; questo fatto ci dice che gli ato- 
mi nella struttura delle proteine sono molto ravvici- 
nati (paragrafo 7.3B). 

Una particella può essere caratterizzata dalla sua 
velocità di sedimentazione. Sostituendo l’equazione 
[5.12] e [5.13] nell’equazione [5.11] otteniamo 


M(1-Vo)w?r 


re [5.14] 


vf= 


Definiamo ora il coefficiente di sedimenta- 
zione, s, come 


2 In n) Mato da 


È ?\ dt Nf 


Il coefficiente di sedimentazione, un’entità analoga 
alla mobilità elettroforetica (equazione [5.9]), nel senso 
che è una velocità per unità di forza, viene normal- 
metite espressa in unità pari a 107-!5s, note anche 
come unità Svedberg (S). Per una questione di uni- 
formità, il coefficiente di sedimentazione viene sem- 
pre corretto per riportarlo al valore che avrebbe a 
20 °C ed in un solvente con una densità ed una visco- 
sità uguale a quella dell’acqua pura. Per indicare que- 
sta entità viene usato il simbolo S20,y. Nella Tabella 
5.5 e nella Fig. 5.30 sono riportati i valori di S20w 
in unità Svedberg di un certo numero di materiali 
biologici. 

L’equazione [5.15] indica che la massa della parti- 
cella, M, può essere determinata misurando il suo 
coefficiente di sedimentazione, s, se il suo coefficien- 
te frizionale f è noto. Prima del 1970, quasi tutte le 
determinazioni della massa delle macromolecole ve- 
nivano effettuate con l’ultracentrifuga analitica, 
un apparecchio in cui è possibile misurare otticamen- 
te la velocità di sedimentazione delle molecole (la mas- 
sa delle macromolecole è troppo grande per essere 
determinata accuratamente dalle tecniche classiche 
come la diminuzione del punto di fusione o misure 
di pressione osmotica). Con l’avvento di metodi più 
semplici per la determinazione della massa moleco- 
lare, come la cromatografia per gel filtrazione (para- 
grafo 5.3C) oppure la SDS-PAGE (paragrafo 5.4C), l’ul- 
tracentrifugazione analitica è stata sempre meno usa- 
ta. L’ultracentrifugazione preparativa resta però un 
importante strumento per il laboratorio biochimico, 
come vedremo in seguito. 
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Coefficiente di 


Volume parziale 


PIRO PE ni RS t- ne L4. 
(kD) Podi 7 7 
(cm° - g°') (5) 
Lipasi (latte) 6,7 0,714 1,14 1,190 
Ribonucleasi A (pancreas bovino) 12,6 0,707 2,00 1,066 
Citocromo c (cuore bovino) 13,4 0,728 1,71 1,190 
Mioglobina (cuore di cavallo) 16,9 0,741 2,04 1,105 
a-chimotripsina (pancreas bovino) 21,6 0,736 2,40 1,130 
Crotossina (serpente a sonagli) 29,9 0,704 3,14 1,221 
Concanavalina B (fagiolo) 42,5 0,730 3,50 1,247 
Tossina difterica 70,4 0,736 4,60 1,296 
Citocromo ossidasi (P. aeruginosa) . 89,8 0,730 5,80 1,240 
Lattato deidrogenasi (pollo) 150 0,740 7,31 1,330 
Catalasi (fegato di cavallo) 222 ‘0,715 11,20 1,246 
Fibrinogeno (umano) 340 0,725 7,63 . 2,336 
Emocianina (calamaro) 612 0,724 19,50 1,358 
Glutammato deidrogenasi (fegato bovino) 1015 0,750 26,60 1,250 
Proteina del virus del mosaico 3013 0,740 48,80 1,470 


giallo della rapa 


Fonte: SmnH, M.H., in Soser, H.A., (curatore), Handbook of biochemistry and molecular biology, 2? ed., p. C-10, CRC Press, 1970. 


Il rapporto frizionale è un indice 
della solvatazione e della forma della molecola 


Per una particella sferica non solvatata con un 
raggio r,, il coefficiente frizionale è determinato dal- 
l'equazione di Stokes: 


f= 679r, [5.16] 


dove 7 è la viscosità della soluzione. La solvatazione 
aumenta il coefficiente frizionale di una particella in- 
crementando il suo volume idrodinamico effetti- 
vo, f diventa minimo quando la particella è una sfe- 
ra. Le particelle non sferiche hanno un’area superfi- 
ciale più grande di quella di una sfera che abbia un 
uguale volume e quindi presentano una superficie 
maggiore nella direzione del movimento rispetto sem- 
pre alla sfera. 

Il raggio di Stokes di una particella in soluzione 
può essere determinato risolvendo l’equazione [5.16] 
per rp, avendo misurato sperimentalmente i valori 
di fe di n. Di conseguenza, il coefficiente frizionale 
minimo di una particella fi, può essere calcolato dal- 
la sua massa e dal suo volume parziale specifico, as- 


sumendo che essa sia sferica (Vp=4 TT) e non sol- 
vatata: 3 


3MV\13 


4MN 


fo= 67 [5.17] 


Se il rapporto frizionale, f/fo, di una particella è 
molto più grande dell’unità, bisogna concludere che 
la particella è altamente solvatata oppure molto al- 
lungata. Nella Tabella 5.5 sono riportati i valori dei 
rapporti frizionali di alcune proteine. Le proteine «glo- 
bulari», che hanno una struttura relativamente com- 
patta e di forma quasi sferica (paragrafo 7.3B), han- 
no un rapporto frizionale che può arrivare a valori 
intorno a 1,5. Le molecole fibrose, come il DNA e 
la proteina che partecipa alla coagulazione del san- 
gue fibrinogeno (paragrafo 34.1A) hanno rapporti 
frizionali con valori molto più grandi. Dopo denatu- 
razione, il coefficiente frizionale delle proteine glo- 


bulari aumenta anche di due volte in quanto le pro- ‘ 


teine denaturate assumono una conformazione cosid- 
detta a gomitolo casuale fluttuante e molto flessibi- 
le in cui tutte le parti della proteina sono in contatto 
con il solvente (paragrafo 7.1D). 
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1,74 
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1,66 
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Figura 5.34 Ultracentrifugazione isopicnica. La centrifugazione di una 
miscela uniforme di un campione contenente macromolecole diverse 
disciolta in una soluzione di un soluto denso e con una elevata velo- 
cità di diffusione, come il CSCI (a sinistra). All’equilibrio in un campo 
centrifugo, il soluto forma un gradiente di densità in cui migrano le 
macromolecole fino alla loro posizione di galleggiamento (a destra). 


1. Miscela uniforme 
di campione e di 
sostanza capace di 
formare un gradiente 


Figura 5.33 Distribuzione della densità all'equilibrio di una soluzio- 
ne di CsCI durante una corsa all’ultracentrifuga ad una velocità di 
39 460 giri per minuto. La densità iniziale della soluzione era 1,7 


2. Centrifugazione 


Lc È) 
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trifugazione isopicnica; (dal greco: isos, 
uguale + pvknos, denso)], il campione viene disciolto 
in una soluzione concentrata di una sostanza densa 
e capace di diffondere velocemente (e quindi a basso 
peso molecolare) come il CsCl o il Cs,SO, e centrifu- 
gata ad alta velocità fino a che la soluzione non rag- 
giunge l’equilibrio. Il campo centrifugo elevato spin- 
ge il soluto a basso peso molecolare a generare un 
ripido gradiente di densità; in queste condizioni i va- 
ri componenti del campione si distribuiscono in ban- 
de in posizioni in cui la densità (Fig. 5.33) della solu- 
zione è uguale alla loro; cioè (1- Vo) nell’equazione 
[5.15] diventa uguale a zero (Fig. 5.34). 

Le bande che si sono formate vengono raccolte in 
frazioni separate con il sistema descritto prima e la 
densità della soluzione viene determinata con un ri- 
frattometro di Abbé, uno strumento ottico che mi- 
sura l’indice di rifrazione di una soluzione. 

La tecnica del gradiente di densità all’equilibrio vie- 
ne spesso scelta quando è necessario separare miscele 
di sostanze le cui densità sono raccolte in un certo 
ambito. In questo gruppo sono comprese sostanze 
come gli acidi nucleici, alcuni tipi di organelli sub- 
cellulari come ad esempio, i ribosomi. L’ultracentri- 
fugazione isopicnica non è molto efficace nella sepa- 
razione di miscele di proteine in quanto la loro den- 
sità varia di poco (ed elevate concentrazioni di sali 
possono causare una denaturazione delle proteine). 


3. il gradiente si è 
formato e le bande 
dei campioni hanno 
raggiunto le loro 
posizioni isopicniche 


g-ml”!. (Fonte: IFFT, ).B., Voet, D.H. e Vinograo, |., /. Phys. Chem., 
65, p. 1138, 1961.) 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Le macromolecole presenti nelle cellule sono so- 
lubilizzate distruggendo le cellule con vari sistemi chi- 
mici e meccanici. La centrifugazione differenziale vie- 
ne utilizzata per purificare parzialmente ed isolare 
i componenti subcellulari. Quando sono prive dell’am- 
biente protettivo della cellula, le proteine e le altre 
macromolecole devono essere trattate in modo da pre- 
venire il loro danneggiamento in condizioni come pH 
estremi, temperature elevate, degradazione enzimati- 
ca e chimica e trattamenti meccanici drastici. Il gra- 
do di purezza di una sostanza che si vuole isolare 
può essere seguito durante le varie tappe del procedi- 
mento con un dosaggio specifico. 

Le proteine vengono purificate su larga scala me- 
diante precipitazione frazionale, variando la solubi- 
lità delle proteine con la concentrazione salina oppu- 
re con il pH della soluzione. 

La cromatografia a scambio ionico utilizza mate- 
riali di supporto come resine polistireniche o cellulo- 
sa. Le separazioni si basano su interazioni elettro- 
statiche differenziali tra i gruppi carichi dei materia- 
li scambiatori di ioni e quelli delle sostanze che devo- 
no essere separate. Nella cromatografia su carta, i 
composti vengono separati per ripartizione tra una 
fase mobile costituita da un solvente non polare e una 
fase stazionaria acquosa legata alle fibre della cellu- 
losa. La separazione può essere migliorata ripetendo 
la cromatografia in una seconda dimensione ed usan- 
do un diverso sistema di solventi. Le molecole posso- 
no essere localizzate mediante specifici coloranti, co- 
me la ninidrina per gli amminoacidi ed i polipeptidi 
oppure mediante marcature radioattive. Nella croma- 
tografia per gel filtrazione, le molecole vengono sepa- 
rate in base alla loro dimensione ed alla loro forma, 
utilizzando granuli di polidestrano con legami cro- 
ciati, poliacrilamide oppure agarosio che hanno pori 
di dimensioni molecolari. È possibile valutare il peso 
molecolare delle macromolecole usando una colonna 
per cromatografia per gel filtrazione opportunamen- 
te calibrata. La cromatografia per affinità separa le 
biomolecole in base alla loro capacità biochimica di 
legarsi specificamente ad un’altra molecola. La cro- 
matografia liquida ad alta risoluzione (HPLC) utiliz- 
za le tecniche di separazione descritte prima, ma im- 
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piega materiali cromatografici ad alta risoluzione, 
pressioni molto elevate e sistemi automatici di misce- 
lazione dei solventi di rivelazione delle sostanze, in 
modo da ottenere gradi di risoluzione migliori di quan- 
to non sia possibile avere con i procedimenti cromato- 
grafici convenzionali. La cromatografia di assorbimen- 
to, la cromatografia su strato sottile (TLC), e la cro- 
matografia gas-liquido (GLC) sono pure utilizzate nella 
sperimentazione biochimica. 

Nell’elettroforesi le molecole cariche vengono sepa- 
rate in base alle loro velocità di migrazione in un cam- 
po elettrico su un supporto solido costituito da carta, 
acetato di cellulosa, poliacrilamide con legami crocia- 
ti oppure agarosio. L’elettroforesi su carta può essere 
combinata con la cromatografia su carta nella tecni- 
ca bidimensionale detta fingerprinting. L’elettrofore- 
si su gel utilizza un supporto di poliacrilamide con 
legami crociati o di agarosio e le molecole vengono 
separate in base alle loro dimensioni ed alla loro ca- 
rica. Il detergente anionico sodio dodecil solfato (SDS) 
denatura le proteine e le ricopre uniformemente gene- 
rando sulle proteine una densità simile di carica ed 
una forma a bastoncino. La SDS-PAGE può essere uti- 
lizzata per valutare il peso molecolare delle macro- 
molecole. 

Nell’isoelettrofocalizzazione, le macromolecole im- 
merse in un gradiente di pH stabile sono sottoposte 
a un campo elettrico che causa la loro migrazione 
nella loro posizione isoelettrica. 

Nell’ultracentrifugazione, le molecole vengono sepa- 
rate sottoponendole a campi gravitazionali sufficien- 
temente grandi da superare le forze di diffusione. È 
possibile calcolare il peso molecolare delle molecole dal 
loro coefficiente di sedimentazione, misurato con cen- 
trifugazioni in un solvente oppure in gradienti pre- 
formati di sostanze a basso peso molecolare e chimi- 
camente inerti come il saccarosio. In alternativa, le 
molecole possono essere separate in base alla loro den- 
sità di galleggiamento in una soluzione con un gra- 
diente di densità di una sostanza, come il cloruro di 
cesio, densa e con una diffusione molto rapida. La 
deviazione del rapporto frizionale delle molecole dal- 
l’unità è un indice del loro grado di solvatazione e 
di allungamento. 
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PROBLEMI 


1. Quali sono le forze ioniche di soluzioni 1M di NaCl, 
(NH4)SO4 e K3P0O4? 


2. Una soluzione salina isotonica (una soluzione che 
ha la stessa soluzione salina del sangue) contiene 0,9% 
NaCl. Qual è la sua forza ionica? 


3. In quale ordine saranno eluiti i seguenti amminoaci- 
di da una colonna contenente lo scambiatore di ioni 
Dowex 50 da un tampone a pH 6: arginina, acido 
aspartico, istidina e leucina? 


4. In quale ordine saranno eluite da una colonna conte- 
nente lo scambiatore di ioni CM-cellulosa le seguenti 
proteine da un gradiente salino crescente a pH 7: 
emoglobina, lisozima, pepsina e ribonucleasi A (vedi 
Tabella 5.1)? 


5. Qual è l’ordine dei valori di Ry per i seguenti ammi- 
noacidi in una cromatografia su carta con il sistema 
solvente acqua/butanolo/acido acetico, in cui il pH del- 
la fase acquosa è 4,5: alanina, acido aspartico, lisina, 
acido glutammico, fenilalanina e valina? 


6. Qual è l’ordine di eluizione da una colonna di Sepha- 
dex G-50 delle seguenti proteine: catalasi, a-chimo- 
tripsina, concanavalina B, lipasi e mioglobina (vedi 
Tabella 5.5)? 


7. Stabilite il peso molecolare di una proteina scono- 
sciuta che eluisce in una colonna di Sephadex G-50 
tra il citocromo c e la ribonucleasi A (vedi Tabella 5.5). 


8. Una colonna per gel cromatografia viene riempita 
con 100 ml di Bio-Gel P-30. Il volume di eluizione 
da questa colonna della proteina esochinasi (96 kD) 
è di 34 ml. Quello di una proteina sconosciuta è di 
550 ml. Qual è il volume vuoto della colonna, il volu- 
me occupato dal gel e il volume di eluizione relativo 
della proteina sconosciuta? 


Ultracentrifugazione 


CANTOR, C.R. e SCHIMMEL, P.R., (1980), Biophysical Chemi- 
stry, Capitoli 10 e 11, Freeman. 

HINTON, R. e DOBRATA, M., (1975), Density gradient ultra- 
centrifugation, in WORK, T.S. e WORK, E., (curatori), La- 
boratory techniques in biochemistry and molecular bio- 
logy, Vol. 6, Parte I, North-Holland. 

SCHACHMAN, H.K., (1959), Ultracentrifugation in biochemi- 
strv, Academic Press. 

Un trattato classico sull’ultracentrifugazione. 

VAN HoLpe, K.E., (1975), Sedimentation analyses of pro- 
teins, in NEURATH, H. e Hit, R.L., (curatori), The pro- 
teins, 3° ed., Vol. 1, pp. 225-291, Academic Press. 


9. Quale metodo cromatografico sarà più idoneo a se- 
parare le seguenti coppie di sostanze? (a) Ala-Phe- 
Lys, Ala-Ala-Lys; (b) lisozima, ribonucleasi A (vedi 
Tabella 5.1) e (c) emoglobina, mioglobina (vedi Ta- 
bella 5.1). 


10. Il neurotrasmettitore acido yamminobutirrico si le- 
ga a specifiche proteine recettrici nel tessuto nervo- 
so. Definite un procedimento per la purificazione par- 
ziale di questa proteina recettrice. 


11. Una miscela di amminoacidi costituita da arginina, 
cisteina, acido glutammico, istidina, leucina e serina 
viene applicata su una striscia di carta e sottoposta 
ad elettroforesi usando un tampone a pH 7,5. Quali 
sono le direzioni di migrazione di questi amminoa- 
cidi e quali sono le loro mobilità relative? 


*12. Disegnate come apparirà il fingerprint dei seguenti 
tripeptidi: Asn-Arg-Lys, Asn-Leu-Phe, Asn-His-Phe, 
Asp-Leu-Phe e Val-Leu-Phe. Assumete che nella tap- 
pa di cromatografia su carta venga usato il sistema 
solvente acqua/butanolo/acido acetico (pH 4,5) e l’e- 
lettroforesi abbia luogo in un tampone a pH 6,4. 


13. Qual è la massa molecolare di una proteina che ha 
una mobilità elettroforetica relativa di 0,5 in una SDS- 
PAGE simile a quella riportata nella Fig. 5.27? 


14. Spiegate perché la massa molecolare del fibrinogeno 
viene sottostimata quanto viene valutata in una co- 
lonna per gel cromatografia calibrata (Fig. 5.13), ma 
può essere determinata con buona approssimazione 
dalla sua mobilità elettroforetica in una SDS-PAGE 
(vedi Tabella 5.5). 


15. Quale sarebbe la disposizione delle seguenti protei- 
ne dopo essere state sottoposte ad isoelettrofocalizza- 
zione: insulina, citocromo c, istone, mioglobina e ri- 
bonucleasi A (vedi Tabella 5.1)? 
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16. 


17. 


18. 
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Calcolate l’accelerazione centrifuga, in gravità (g) su 
una particella posta a 6,5 cm dall’asse di rotazione 
di una ultracentrifuga che sta girando a 60 000 giri 
per minuto (1 g=9,81 m-s7?). 


In una soluzione tampone diluita a 20 °C, l’aldolasi 
del muscolo di coniglio ha un coefficiente frizionale 
di 8,74x 1078 g-s71, un coefficiente di sedimenta- 
zione di 7,35 S e un volume parziale specifico di 0,742 
cmî - g71. Calcolate la massa molecolare dell’aldola- 
si assumendo che la densità della soluzione sia 0,998 
g° emo 3. 


Il coefficiente di sedimentazione di una proteina è 
stato misurato osservando la sua sedimentazione a 
20 °C in un’ultracentrifuga che ruotava a una veloci- 
tà di 35000 giri per minuto. 
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Distanza del fronte di migrazione 


Tempo, t (min) dal centro di rotazione, r (cm) 


4 5,944 
6 5,966 
8 5,987 
10 6,009 
12 6,032 


La densità della soluzione è 1,030 g - cm 73, il volume par- 
ziale specifico della proteina è 0,725 cm$ - g-! e il suo coef- 
ficiente frizionale è 3,72x 1078 g- 871. Calcolate il coeffi- 
ciente di sedimentazione della proteina in Svedberg e la 
sua massa molecolare. 
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1. Determinazione della struttura primaria 

. Analisi dei gruppi terminali: quante subunità diverse? 

. Rottura dei ponti disolfuro 

. Separazione e purificazione delle catene polipeptidiche 

. Composizione in amminoacidi 
Reazioni specifiche per la rottura del legame peptidico 
Separazione e purificazione dei frammenti peptidici 

. Determinazione della sequenza 

. Ordinamento dei frammenti peptidici 


CIOMNMIONA > 


Posizione dei ponti disolfuro 
L. Mappe peptidiche 
M. Sequenza degli acidi nucleici 


2. Modificazione delle proteine 


3. Evoluzione chimica 
A. Anemia a cellule falciformi: l'influenza della selezione 
naturale 
B. Variazioni tra specie in proteine omologhe: effetto 
delle spinte neutrali 
C. Evoluzione mediante duplicazione genica 


4. Sintesi dei polipeptidi 
A. Procedimenti di sintesi 


B. Problemi e prospettive 
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Strutture covalenti 
delle proteine 


Le proteine hanno un ruolo fondamentale nei 
processi biologici. Esse funzionano come enzimi ca- 
paci di catalizzare le reazioni chimiche, che sono nel 
loro complesso alla base della vita. Le proteine sono 
pure regolatori per queste reazioni, sia direttamente 
come componenti di enzimi, sia indirettamente, co- 
me messaggeri chimici, noti come ormoni, oppure 
come recettori per questi ormoni. Esse servono an- 
che a trasportare ed immagazzinare importanti so- 
stanze biologiche come gli ioni metallici, l’ossigeno, 
il glucosio, i lipidi e molti altri tipi di molecole. Sotto 
forma di fibre muscolari o di altre strutture contratti- 
li, le proteine generano il movimento coordinato di 
numerosi processi biologici, compresi la separazione 
dei cromosomi durante la divisione cellulare e il mo- 
vimento dei nostri occhi mentre stiamo leggendo que- 
sta pagina del libro. Lè proteine, come la rodopsina 
della retina dei nostri occhi, ricevono informazioni 
sensoriali che vengono poi trasmesse mediante l’a- 
zione delle proteine delle cellule nervose. Le protei- 
ne del sistema immunitario come le immunoglobu- 
line formano un sistema difensivo essenziale negli 
animali superiori. Le proteine sono elementi attivi, 
e sono anche il prodotto dell’espressione dell’infor- 
mazione genetica; gli acidi nucleici sono, per la mag- 
gior parte, banche di informazioni su cui agiscono 
le proteine. Queste possono avere anche ruoli passivi 
fondamentali, come il collageno, che partecipa alla 
formazione delle ossa, dei tendini e dei legamenti, 
caratterizzati dalla loro elevata resistenza alla tensio- 
ne. Da tutto ciò, risulta ancora valido il vecchio detto 
che diceva che le proteine sono i «mattoni» della vita. 
La funzione delle proteine può essere compresa 
analizzando la-loro struttura, cioè le relazioni tridi- 
mensionali degli atomi che compongono una protei- 
na. La struttura delle proteine, come quella di altre 
sostanze polimeriche, viene tradizionalmente suddi- 
visa in quattro livelli di organizzazione (Fig. 6.1). 


1. La struttura primaria (struttura I) è la sequen- 
za amminoacidica di una catena polipeptidica. 
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(a) — Lys - Ala — His — Gly — Lys — Lys — Val — Leu — Giy — Ala — 
Struttura primaria (sequenza amminoacidica di una catena polipeptidica) 


Struttura 
secondaria 
(elica) 


Figura 6.1 Gerarchia strutturale nelle proteine: (a) struttura primaria, 
(b) struttura secondaria, (0) struttura terziaria e (d) struttura quaterna- 
ria. (Copyright © Irving Geis.) 


2. La struttura secondaria (II) è l’organizzazione 
spaziale locale degli atomi dello scheletro della 
catena polipeptidica senza considerare la posizio- 
ne o la conformazione delle sue catene laterali. 

3. La struttura terziaria (III) si riferisce alla strut- 
tura tridimensionale di una catena polipeptidica 
intera. La distinzione tra struttura secondaria e 
terziaria è, per necessità, piuttosto vaga; in prati- 
ca, il termine struttura secondaria di solito si ap- 
plica ad entità strutturali facilmente identificabili 
come le eliche. 

4. Molte proteine sono composte da due o più cate- 
ne polipeptidiche, di solito chiamate subunità, 
che stanno associate mediante interazioni non co- 
valenti e in alcuni casi mediante ponti disolfuro. 
La struttura quaternaria (IV) si riferisce all’or- 
ganizzazione strutturale delle sue subunità. 


In questo capitolo, il primo di quattro sulla struttu- 
ra delle proteine, discuteremo la struttura primaria 
delle proteine ed in particolare come può essere de- 
terminata ed il suo significato biologico ed evoluzio- 
nistico. Daremo uno sguardo anche ai metodi per la 
sintesi chimica delle catene polipeptidiche. Le strut- 
ture II, II e IV delle proteine che, come vedremo, 


Struttura terziaria: 
una catena proteica completa 
(la catena 8 dell'emoglobina) 


Struttura quaternaria: 
le quattro catene dell'emoglobina © 


si organizzano Land 


in un proteina tetramerica 


sono una conseguenza della struttura primaria, sa- 


. ranno discusse nel Capitolo 7. In quello seguente, 


prenderemo in esame l’avvolgimento delle proteine, 
la dinamica del processo e l’evoluzione strutturale, 
mentre nel Capitolo 9 studieremo l’emoglobina co- 
me esempio del rapporto tra la struttura e la funzio- 
ne in una proteina. 


1. DETERMINAZIONE 
DELLA STRUTTURA PRIMARIA 


La prima determinazione della sequenza am- 
minoacidica completa di una proteina, quella dell’or- 
mone polipeptidico bovino insulina ad opera di Fre- 
derick Sanger nel 1953, ebbe un significato biochi- 
mico enorme, in quanto stabiliva definitivamente che 
le proteine hanno una struttura covalente unica. Da 
quel tempo ad oggi sono state determinate le sequen- 
ze di migliaia di proteine. L’accumulo di questa mes- 
se di informazioni è stato di fondamentale importan- 
za per la formulazione del concetto moderno di bio- 
chimica per le seguenti ragioni: 


1. La conoscenza della sequenza amminoacidica di 
una proteina è essenziale per la comprensione del 
suo meccanismo molecolare di azione ed è pure 


un prerequisito per la determinazione della sua . 


struttura ai raggi X (paragrafo 7.3A). 


ac) 
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2. Il confronto delle sequenze di proteine analoghe, 
ottenute dallo stesso individuo, da membri della 
stessa specie oppure da membri di specie affini, 
hanno fornito numerose informazioni su come 
funzionano le proteine ed hanno stabilito l’esisten- 
za di una relazione evoluzionistica tra le proteine 
e gli organismi che le producono. Queste analisi, 
come quelle riportate nel paragrafo 6.3, comple- 
tano ed estendono analoghi studi tassonometrici 
basati su confronti anatomici. 

3. Le analisi delle sequenze amminoacidiche hanno 
importanti applicazioni cliniche, in quanto molte 
malattie genetiche sono causate da mutazioni che 
portano alla sostituzione di un amminoacido in 
una proteina. L’identificazione di queste altera- 
zioni ha permesso di sviluppare una serie di test 
diagnostici validi per molte di queste malattie ed 
in alcuni casi di approntare terapie in grado di 
alleviarne i sintomi. 


La determinazione della struttura primaria del- 
l’insulina (51 residui; Fig. 6.2) è nata dal lavoro di 
molti scienziati per più di dieci anni, utilizzando qual 
cosa come 100 g di proteina. I procedimenti per la 
determinazione della struttura primaria sono stati 
molto migliorati ed automatizzati ed ora è possibile 
ottenere la sequenza di una proteina simile all’insuli- 
na in pochi giorni e con solo pochi microgrammi di 
materiale. Il sequenziamento dei 1021 residui am- 
minoacidici dell’enzima 8-galattosidasi, nel 1978, ha 
praticamente stabilito che qualsiasi proteina poteva 
essere sequenziata con le tecniche a disposizione. A 


(b) Rottura dei ponti disolfuro presenti. 

(c) Separazione e purificazione delle singole sub- 
unità. 

(d) Determinazione della composizione in ammi 
noacidi di ciascuna subunità. 

2. Sequenze delle catene polipeptidiche. 

(a) Frammentazione delle singole subunità in pun- 
ti specifici per formare peptidi sufficientemente 
piccoli da essere sequenziati direttamente. 

(b) Separazione e purificazione dei frammenti. 
(c) Determinazione della sequenza di ogni fram- 
mento peptidico. 

(d) Ripetizione della tappa 2(a) con un processo 
di frammentazione con una specificità diversa, in 
modo che la catena polipeptidica venga rotta a 
livello di legami peptidici diversi da quelli otte- 
nuti con la prima frammentazione. Separazione 
di questi frammenti peptidici come nella tappa 
2(b) e determinazione della loro sequenza ammi- 
noacidica come nella tappa 2(c). 

3. Organizzazione della struttura completa. 
(a) Sovrapposizione della sequenza ai punti di rot- 
tura di un gruppo di una serie di frammenti pep- 
tidici con la sequenza di quelli di un altro grup- 
po. Confrontando le sequenze di questi frammen- 
ti, è possibile porli nell’ordine corretto in cui so- 
no nella subunità e quindi stabilire la sequenza 
amminoacidica. 

(b) Determinazione delle posizioni dei ponti di- 
solfuro, se vi sono, sia tra le subunità che all’in- 
terno di ciascuna subunità. 


parte le migliorie apportate, il procedimento per la * Nei paragrafi seguenti discuteremo queste varie tappe. 


determinazione della struttura primaria delle pro- 
teine, si basa sulle tecniche di chimica delle proteine 
sviluppate da Sanger. Il procedimento consiste di tre 
parti concettuali, ognuna delle quali può essere sud- 
divisa in diverse fasi di lavoro: 


1. Preparazione della proteina per la determi- 
nazione della sequenza. 
(a) Determinazione del numero di catene polipep- 
tidiche diverse (subunità) presenti nella proteina. 


Catena A : ì 


i î 


Gly — Ile— Val— Glu Gln —Cys_Cys-Ala_ Ser Val—Cys-Ser— Leu— Tyr—Gln — Leu- Glu—Asn—Tyr_Cys-Asn 


5 ul 10 15 
i 


Catena B 7 


A. Analisi dei gruppi terminali: 
quante subunità diverse? 


Ogni catena polipeptidica (se non è bloccata chi- 
micamente oppure se non è circolare) possiede un 
residuo N-terminale ed uno C-terminale. Identifican- 
do questi residui terminali, possiamo stabilire il nu- 
mero di polipeptidi chimicamente distinti presenti 


21 
# 


n 


i Ì 
Phe—Val— Asn—GIn — His Leu—Cys- Gly — Ser— His- Leu— Val — Glu- Ala— Leu— Tyr- Leu—Val — Cys —Gly — Glu Arg — Gly — Phe— Phe— Tyr- Thr- Pro Lys Ala 


5 10 15 


Figura 6.2 Struttura primaria dell’insulina bovina. Notate i ponti di- 
solfuro intracatena ed intercatena. 


20 25 30 
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N(CH3)s possibilmente combinata con una spettroscopia di usando le esopeptidasi (enzimi che staccano il resi- | 
‘ Ri 0 R, 0 Rs 0 (paragrafi 5.3 e 5.4). duo terminale da un polipeptide). Una classe di eso- 
[ III II massa \parag polipep 
OÒ + HoN-CH-C-NHT—CH—-C—NHT—CH—C— ... La principale differenza tra la degradazione di Ed- peptidasi, le carbossipeptidasi, catalizzano l’idroli- 
man e gli altri metodi di identificazione del residuo si del residuo C-terminale dei polipeptidi: 
oO=S=0 N-terminale sta nel fatto che sottoponendo la catena 
polipeptidica a cicli ripetuti della degradazione di Ed- 
da S I Hr man, possiamo determinare la sua sequenza ammi- Rnz 9 Rn o 8, 
Rin Gaga FERRO noacidica, identificando ogni volta il PTHamminoaci- ——... _H—CH—C—NH—CH—C-NH-—CH— C00° | 
© do liberato. Questa tecnica è stata automatizzata, por- : 
Si tando ad un grande risparmio di tempo e di materia- 
de le (paragrafo 6.1G). H20 Carbossipeptidasi 
N(CH3)o ì 
0 Identificazione del residuo C-terminale Rn o R,..1 
**--NH-CH—C—-NHT—CH— C00° 
SO, Ri 0 R, O R3 0 Non è attualmente disponibile un procedimen- 
LR L L I to chimico paragonabile alla degradazione di Edman * 
VR Sa per l’analisi sequenziale del residuo terminale a par- R, 


Dansil polipeptide 


toni 


175 
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tire dal residuo C-terminale di un polipeptide. È pos- 
sibile ottenere qualcosa di analogo enzimaticamente, 


+ 
HgN—-CH—C00° 


vci, < ie. i di 
reds + HsN—CH-C—NH—CH—C—NH—CH—C— ... 
00 y 
Fenil isotiocianato Polipeptide 
SO, R; o Rs (PITO) 


+ 


lid + 
NH—CH—CT-0OH + H3N-€HT—C00H +  H3N-CH—C00H + -.. 


Dansil amminoacido 
(fluorescente) 


Amminoacidi liberi 


I 08” 


R, Q R (0) R (6) 
EE. e Il 
NH—©—NH—CH-C-NH—CH—C_NH—CH—C— e. 

Ss 


PTC-polipeptide 


Figura 6.3 Reazione del dansil cloruro nella determinazione dei gruppi 


le 100 pmol di materiale (una pmole=10-* mol). 


Ierinzli Nel metodo di identificazione del residuo capirena ba 
N-terminale più usato, la degradazione di Edman 
. (dal nome del suo inventore, Pehr Edman), il fenili- Ri Ve 
in una proteina. Per esempio, l’insulina ha una ugua- —Sotiocianato (PITC, reagente di Édman) reagisce (di R, 0 R 
le quantità di Phe e di Gly come residui N-terminali: coni gruppi amminici N-terminali delle proteine in N \ ni è 1.0 II 
questo fatto ci dice che l’insulina è formata da due condizioni moderatamente alcaline formando il loro DI to HsN-CH-C_NH—CH—C— »«- 
catene polipeptidiche non uguali. addotto feniltiocarbammilico (PTC) (Fig. 6.4). Que- Cc 


Identificazione dei residui N-terminali 


Vi sono diversi metodi con cui è possibile iden- 
tificare i gruppi terminali di un polipeptide. Il com- 


posto 1-dimetilamminonaftalene-5-sulfonil cloru- Il derivato amminoacil-tiazolinone viene quindi Ri e 

ro (dansil cloruro) reagisce con le ammine prima- estratto selettivamente in un solvente organico e con- de—-d 

rie (compreso il gruppo amminico e della Lys) for- vertito in feniltioidantoina (PTH), che è chimica- f \ li 

mando polipeptidi dansilati (Fig. 6.3). mente più stabile. HN N li 
L’idrolisi acida (paragrafo 6.1D) libera il residuo N- Questo PTH-amminoacido può essere identificato per e al ami ei e ea i 

terminale sotto forma di dansilamminoacido, con confronto con standard noti in cromatografia su strato : in tre fasi separate che richiedono condizioni diverse. | residui ammi- È 


una intensa fluorescenza gialla, che può essere iden- 
tificato cromatograficamente in quantità inferiori al- 


sto prodotto viene trattato con acido fluoridrico ani- 
dro che stacca il residuo N-terminale sotto forma di 
derivato tiazolinonico, ma non idrolizza altri lega- 
mi peptidici. La degradazione di Edman rilascia quin- 
di il residuo amminoacidico N-terminale, ma lascia 
intatta la restante parte della catena polipeptidica. 


sottile, in elettroforesi, in cromatografia liquida ad 
alta risoluzione (HPLC) oppure in gas cromatografia 


PTH-amminoacido 


Polipeptide originale meno 
il residuo N-terminale 


noacidici possono essere rimossi sequenzialmente dall’estremità 
N-terminale di un polipeptide con un sistema controllato. 
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Le carbossipeptidasi, come tutti gli altri enzimi, sono 
altamente specifiche (selettive) per l’identità chimica 
delle sostanze di cui catalizzano le reazioni (paragra- 
fo 12.2). La specificità delle varie carbossipeptidasi 
per le catene laterali degli amminoacidi è riportata 
nella Tabella 6.1. Il secondo tipo di esopeptidasi elen- 
cato nella Tabella 6.1, le amminopeptidasi, stacca- 


(a) Peptide di partenza: Ser-Leu-Tyr 


Tyr 


Leu 


Equivalenti molari di amminoacido rilasciato 


(0) 
(©) Peptide di partenza: Leu-Tyr-Ser 
1,0 
Ser 
Tyr 
Leu 
(0) 
Tempo 


Figura 6.5 Velocità del rilascio di amminoacidi catalizzato dalla car- 
bossipeptidasi A da peptidi che hanno la sequenza C-terminale indi- 
cata. (a) Tutti i legami sono rotti alla stessa velocità. (b) Ser rimossa 
lentamente, Tyr velocemente e Leu ad una velocità intermedia. 
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no sequenzialmente amminoacidi dall’estremità 
N-terminale di un polipeptide e possono essere uti- 
lizzate in modo analogo per l’identificazione di tratti 
di sequenze amminoterminali. 

Perché le carbossipeptidasi non possono essere usate 
per determinare le sequenze amminoacidiche? Se una 
carbossipeptidasi stacca tutti i residui C-terminali al- 


R, 0 Ri 0 R, 
psi ona I 


HysN—CH—CT— «-- -NH—-CH—-C—NH—CH— C00° 


Polipeptide 
+ 


NH,—NH, 
Idrazina 


Catalisi da parte 

di una resina 

a scambio ionico 
(moderatamente acida) 


Ri 
4 al Il 
H3sN-CH—C-NH—NH, 
+ Amminoacil 
idrazide 
Ri 0 ù 
A 
-.- + HgaN_CH-C—-NH-NH, 
+ 
R, 
+ | = 
H3N-CH—C00 


Amminoacido libero 


la stessa velocità, indipendentemente dalla loro iden- 
tità chimica, allora, seguendo il tempo di comparsa 
dei vari amminoacidi liberi nella miscela di incuba- 
zione (Fig. 6.5a), sarà possibile stabilire la sequenza 


Enzima Fonte 


Pancreas bovino 
Pancreas bovino 
Foglie di limone 
Lievito 


Carbossipeptidasi A 
Carbossipeptidasi B 
Carbossipeptidasi C 
Carbossipeptidasi Y 


Rene di maiale 
Rene di maiale 


Leucina amminopeptidasi 
Amminopeptidasi M 


Specificità* 


R,#Arg, Lys, Pro; R,_1#Pro 

Rn#Arg, Lys; Rn-1#Pro 

Tutti i residui C-terminali liberi; pH ottimale = 3,5 

Tutti i residui C-terminali liberi, ma lentamente se 
Rn= Gly 

Ri# Pro . 

Tutti i residui N-terminali liberi 


* Ri=residuo N-terminale; R,= residuo C-terminale. 
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di alcuni amminoacidi nella porzione C-terminale del 
polipeptide. Se invece il secondo residuo amminoaci- 
dico, per esempio, viene staccato ad una velocità su- 
periore a quella con cui viene liberato il primo, en- 
trambi gli amminoacidi appariranno simultaneamen- 
te nella miscela di incubazione (Fig. 6.55). Le carbos- 
sipeptidasi hanno una selettività spiccata per le cate- 
ne laterali degli amminoacidi e quindi il loro uso, 
anche in miscele di forme diverse, solo di rado rie- 
sce a rivelare sequenze composte da un certo nume- 
ro di residui nella regione C-terminale della proteina. 
I residui C-terminali che precedono un residuo di 
Pro non sono staccati dalle carbossipeptidasi A e B 
(Tabella 6.1). Vengono quindi impiegati frequente- 
mente metodi chimici per identificare i residui 
C-terminali. Il più semplice e valido di questi metodi 
è noto con il nome di idrazinolisi; un polipeptide 
viene trattato con idrazina anidra a 90 °C per un 
tempo variabile da 20 a 100 ore in presenza di una 
resina scambiatrice di ioni moderatamente acida (che 
agisce da catalizzatore). Tutti i legami peptidici ven- 
gono rotti formando i corrispondenti amminoacil- 
idrazidi eccetto il residuo C-terminale, che viene ri- 
lasciato come amminoacido libero e può essere iden- 
tificato con una cromatografia. L’idrazinolisi, sfortu- 
natamente, può dare origine a molte reazioni collate- 
rali che hanno molto limitato la sua applicazione sui 
polipeptidi resistenti alle carbossipeptidasi. 


B. Rottura dei ponti disolfuro 


La tappa successiva nell’analisi della sequenza 
è la rottura dei ponti disolfuro tra residui di Cys. 
È necessario fare ciò per due motivi: 


1. Per permettere la separazione delle catene poli- 
peptidiche (se esse sono legate da ponti disolfuro). 

2. Per impedire che la conformazione nativa della 
proteina, stabilizzata dai ponti disolfuro, non con- 
senta l’azione degli agenti proteolitici utilizzati 
nelle fasi della determinazione della struttura pri- 
maria (paragrafo 6.1E). 


La localizzazione dei ponti disolfuro viene stabilita 
nella fase finale dell’analisi della sequenza (paragra- 
fo 6.11). 

I ponti disolfuro possono essere rotti ossidativamen- 
te dall’acido performico oppure riduttivamente da 
mercaptani (composti contenenti gruppi SH). L’ossi- 
dazione con acido performico, che fu introdotta per 
la prima volta da Sanger, converte tutti i residui di 
Cys, che siano o meno impegnati in un legame S—-S, 
in residui di acido cisteico: 


Il 
eeemNH-CH—C_-.. 


7 O 

S Il 

Ì + HC—0T—0H 
î 

CH, 0 


Cistina Acido performico 
(0) 
I{ 
ssore RE . 

a 

807 

+ 

ali 

i 


Il 
#*°-C-NH—CH—- CT -»- 


Acido cisteico 


L’acido cisteico è stabile sia in soluzioni acide che 
in soluzioni basiche e quindi diventa possibile deter- 
minare il contenuto totale in Cys di una proteina mi- 
surando l’acido cisteico formatosi. Il principale svan- 
taggio del trattamento con acido performico è dato 
dal fatto che vengono ossidati contemporaneamente 
anche residui di Met a residui di metionina sulfone, 


NH o 

CH CH,CHo_S_CH3 + HGOOH 

lo 

: Metionina Acido performico 
NE o 
cn CHoCHys_ LA CHg 
co Ò 


| 


Metionina sulfone 
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eliminando quindi la possibilità di utilizzare una delle 
principali tappe nella determinazione della struttura 
primaria — la rottura specifica dei legami peptidici 
a livello di residui di Met mediante la reazione con 
il bromuro di cianogeno (paragrafo 6.1E). L'acido per- 
formico distrugge in parte anche le catene laterali 
indoliche dei residui di Trp. 

La rottura riduttiva dei ponti disolfuro ad opera 
dei mercaptani è molto più compatibile con le strate- 
gie utilizzate nella determinazione della struttura pri- 
maria. La rottura riduttiva viene molto spesso otte- 
nuta per trattamento con 2-mercaptoetanolo 


DS) + 2HSCH,CH,0H 


2-mercaptoetanolo 


SH SCHyCH30H 
& SCH3CHs0H 


oppure con i diastereomeri ditiotreitolo e ditioeri- 
tritolo (noti anche con il nome di reagenti di Cle- 
land). l 

Per esporre tutti i ponti disolfuro all’agente riducen- 
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î 
0° PNH—CH— CT ---* 
Lr CH,SH 
CHo Ì 
CHOH 
S + Ì 
CHOH 
5 Ì 
CH».SH 
CHy (0) ka 
Ì Il i 
e**CNH—-CH_-CT— **-* Ditiotreitolo 
o - 
Cistina ditioeritritolo 
(0) 
Il 
eee SNO 000. 
= 
SH P 9: 
+ 
S 
HO 
o 
CH, 0 


s0e° NH-CH— CT --- 


te, la reazione viene di solito condotta in condizioni 
che denaturano la proteina (che distruggono la con- 
formazione nativa; vedi il prossimo paragrafo). I ri- 
sultanti gruppi sulfidrilici liberi vengono alchilati per 
trattamento con acido iodoacetico, 


Cys—CH,— SH + ICH,C00° 


—— Me 


Cisteina Iodoacetato 


Cys—CH,— S—CHyC00° + HI 

S-carbossimetilcisteina 
per impedire la riformazione dei ponti disolfuro per 
ossidazione da parte dell’O,. Questi derivati alchili- 


ci sono stabili all’aria e nelle condizioni usate in se- 
guito per la rottura dei legami peptidici. 


LÌ 
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C. Separazione e purificazione 
delle catene polipeptidiche 


I polipeptidi non identici che eventualmente co- 
stituiscono una proteina devono essere separati e pu- 
rificati in vista della loro sequenziazione. La disso- 
ciazione delle subunità, come pure la denaturazione, 
avviene in condizioni acide o basiche, ad una con- 
centrazione salina bassa, ad elevata temperatura op- 
pure mediante l’uso di agenti denaturanti come l’u- 
rea, il suo analogo imminico ione guanidinio 


Ione guanidinio 


e detergenti quale il sodio dodecilsolfato (SDS; 
paragrafo 5.4C). Le subunità dissociate possono esse- 
re separate con i metodi descritti nel Capitolo 5 che 
riconoscono piccole differenze nella dimensione e nel- 
la polarità del polipeptide. Vengono molto spesso usa- 
te le cromatografie a scambio ionico e per gel filtra- 
zione. 


D. Composizione in amminoacidi 


Prima di iniziare il lavoro di sequenziamento 
di una catena polipeptidica è importante conoscere 
la sua composizione in amminoacidi, cioè il numero 
di ogni tipo di amminoacido presente nella moleco- 
la. La composizione in amminoacidi di una subunità 
viene determinata mediante la sua idrolisi completa 
seguita da una analisi quantitativa degli amminoa- 
cidi liberati. È possibile ottenere l’idrolisi di un poli- 
peptide sia chimicamente (acidi o basi) e sia enzima- 
ticamente, ma nessuno di questi metodi è completa- 
mente soddisfacente. 

Nell’idrolisi catalizzata da un acido, il polipeptide 
viene disciolto in HCl 6N; la soluzione viene sigillata 
sotto vuoto in una fiala per prevenire l’ossidazione 
da parte dell’aria degli amminoacidi contenenti zol- 
fo e riscaldata a 100-120 °C per un tempo che va 
dalle 10 alle 100 ore. Questi lunghi tempi di idrolisi 
sono necessari a liberare completamente gli ammi- 
noacidi alifatici Val, Leu e Ile. 

Non tutte le catene laterali sono però resistenti a 
questo trattamento piuttosto drastico. Ser, Thr e Tyr 
sono parzialmente degradati; è possibile valutare e 
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correggere queste perdite seguendo la loro scompar- 
sa in funzione del tempo di idrolisi. Un problema 
più serio è dato dal fatto che l’idrolisi acida distrug- 
ge pressoché completamente i residui di Trp. Inol- 
tre, gli amminoacidi Asn e Gin sono convertiti nei 
corrispondenti acidi Asp e Glu e viene liberata am- 
moniaca; quindi, dopo l’idrolisi acida può essere de- 
terminata soltanto la quantità di Asx (= Asn+ Asp) 
e di Glx (=Gln+Glu) e di NH7 (= Asn+Gln). 

L’idrolisi catalizzata da una base è completata in 
2 - 8 ore di incubazione a 100 °C in una soluzione 
di NaOH 2 - 4N. Questo trattamento è ancora più pro- 
blematico in quanto determina la distruzione di Cys, 
Ser, Thr e Arg e causa la deamminazione e la race- 
mizzazione parziale degli altri amminoacidi. L’idro- 
lisi alcalina viene usata principalmente per misurare 
il contenuto in Trp. 

La digestione enzimatica completa di un polipepti- 
de richiede una miscela di peptidasi in quanto un 
solo enzima non rompe tutti i legami peptidici. Le 
Tabelle 6.1 e 6.2 indicano le specificità delle esopep- 
tidasi e delle endopeptidasi (enzimi che catalizza- 
no l’idrolisi di legami peptidici interni) comunemen- 
te usati per questi scopi. La pronasi, una miscela 
di proteasi relativamente non specifiche estratte dal- 
lo Streptomyces griseus viene spesso utilizzata per ot- 
tenere una idrolisi completa. La quantità di enzima 
utilizzabile deve essere meno dell’1% in peso della 
catena polipeptidica in esame in quanto l’enzima pro- 
teolitico, essendo esso stesso una proteina, si autode- 
grada e potrebbe contaminare significativamente il 
digerito finale. La digestione enzimatica viene usata 
per la determinazione delle quantità di Trp, Asn e 
Gln, residui che vengono distrutti o modificati dai 
trattamenti chimici. 


L’analisi degli amminoacidi 
è stata automatizzata 


Il contenuto in amminoacidi di un idrolizzato 
di un polipeptide può essere determinato quantitati- 
vamente usando un analizzatore automatico di 
amminoacidi. Questo strumento separa gli ammi- 
noacidi con una cromatografia a scambio ionico (una 
tecnica messa a punto da William Stein e da Stan- 
ford Moore) o da una cromatografia in fase inversa 
utilizzando 1’HPLC (paragrafo 5.3E). Gli amminoaci- 
di vengono derivatizzati prima o dopo la colonna cro- 
matografica mediante il trattamento con dansil clo- 
ruro, il reagente di Edman o con o-ftalaldeide (OPA) 
insieme a 2-mercaptoetanolo. Quest'ultimo reagente 
forma con gli amminoacidi un addotto altamente fluo- 
rescente: 
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CH 
+ HS—CHo—CHo_0H 

CH 

Il 

O 

o-ftalaldeide 2-mercaptoetanolo 
(OPA) amminoacidico 
+ 


S—CH,—CH,—0H 
| R 
i Ì = 
N—CH—C00 
= 
Gli amminoacidi vengono identificati sulla base del 
loro volume di eluizione caratteristico (oppure dal 
tempo di ritenzione nella HPLC; Fig. 6.6); la quantità 
di ogni singolo amminoacido viene determinata dal- 
la intensità della fluorescenza (dall’assorbimento del- 
la luce UV per i derivati PTH-amminoacidi). Con i mo- 
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Figura 6.6 Separazione in HPLC in fase inversa di amminoacidi deri- 
vatizzati con OPA prima della fase cromatografica. (Fonte: HUNKAPIL- 
LER, M.W., STRICKER, ).E. e WILSON, K.)., Science, 226, p. 309, 1984.) 


st LIE 


Specificità Commenti 


Enzima Fonte 
R._ 0 R (6) 
(A Li 
de 
Legame peptidico suscettibile 
Tripsina Pancreas bovino R,-1=residui con carica positiva: Arg, Lys; Altamente specifica 


R,#Pro 
R,-1=residui idrofobici voluminosi: Phe, Trp, 
Tyr; Rn#Pro 


Chimotripsina Pancreas bovino 


Occasionalmente rompe 
R,-1=Asn, His, Met, 
Leu 


R,-1=piccoli residui neutri: Ala, Gly, Ser, 


Val; R,#Pro 


Elastasi Pancreas bovino 

Termolisina Bacillus thermo- 
proteolyticus 

Pepsina Mucosa gastrica bovina 


Endopeptidasi VB Staphylococcus aureus 


R,=lle, Met, Phe, Trp, Tyr, Val; R,-1#Pro 


R,=Leu, Phe, Trp, Tyr; Rn-1#Pro 


Ro-1 = Glu 


Occasionalmente rompe 
R,= Ala, Asp, His, Thr; 
stabile al calore 

Anche altri residui 
relativamente non 
specifici; 
pH ottimale=2 
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derni analizzatori di amminoacidi, è possibile avere 
Panalisi completa di un digerito proteico in meno di 
un’ora usando quantità di materiale di partenza del- 
l'ordine di una pmol di ogni amminoacido. 


La composizione in amminoacidi delle proteine 
è un indice della loro struttura 


Dall’analisi degli amminoacidi contenuti in un 
grande numero di proteine si è potuto stabilire che 
vi sono variazioni considerevoli nella loro composi- 
zione in amminoacidi. 1 residui amminoacidici Ala, 
Gly, Leu, Ser, Lys e Val sono i più comuni, mentre 
His, Met e Trp sono molto meno frequenti (Tabella 
4.1). Molte proteine mancano di uno o più amminoa- 
cidi. Il rapporto tra residui polari e non polari è in 
genere superiore a 1 per le proteine globulari e ten- 
de a diminuire con l’aumentare delle dimensioni della 
proteina. Ciò avviene in quanto (Capitoli 7 e 8) le pro- 
teine globulari hanno un nucleo idrofobico ed un 
esterno idrofilico, cioè hanno una struttura simile al- 
le micelle. I residui non polari predominano nelle 
proteine legate alle membrane in quanto queste pro- 
teine essendo immerse in un ambiente non polare 
devono avere anche un esterno idrofobico. 


E. Reazioni specifiche 
per la rottura del legame peptidico 


I polipeptidi più lunghi di 40 - 80 residui ammi- 
noacidici non possono essere sequenziati direttamente 
(paragrafo 6-1G). I polipeptidi con lunghezze superiori 
a questi valori devono quindi essere rotti chimicamen- 
te o enzimaticamente in frammenti tanto piccoli da es- 
sere sequenziati. Il procedimento di rottura della cate- 
na polipeptidica deve essere completo e altamente spe- 
cifico in modo che quando le sequenze dei frammenti 
verranno rimesse insieme nell’ordine corretto, rifor- 
mino quella della subunità nativa. 


La tripsina rompe specificamente i legami 
peptidici dopo residui carichi positivamente 


Le endopeptidasi, come le esopeptidasi, ricono- 
scono le catene laterali dei residui che fiancheggiano 
il legame peptidico suscettibile (che deve essere rot- 
to). La specificità verso le catene laterali amminoaci- 
diche delle endopeptidasi più comunemente usate nel- 
la determinazione della sequenza delle proteine so- 
no riportate nella Tabella 6.2. L’enzima digestivo trip- 
sina è altamente specifico e quindi è uno dei candi- 
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dati più validi per la frammentazione delle proteine. 
L’enzima rompe i legami peptidici sul lato C (dalla 
parte del gruppo carbossilico) dei residui carichi no- 
sitivamente Arg e Lys, se il residuo successivo non 
è Pro. 


NET 1 
CHa (0 Arg) 
CH, 
CH, 
cn, (o) R_0 
.. --NE=-Cn—6— NE—CH—6— 0. 
—__—_—___ 


Qualsiasi residuo ammino- 
acidico, ma non Pro 


H20 
Tripsina 


CHo 0 R O 


LAS PA ERRO | 
***-NH-CH—C-0 + HygN_CH_C—_-.. 


Poiché la tripsina rompe i legami peptidici che seguo- 
no residui carichi positivamente, è possibile aggiun- 
gere o togliere in una catena polipeptidica siti di rot- 
tura per la tripsina, aggiungendo o togliendo chimi- 
camente cariche positive dalla catena. Per esempio, la 
carica positiva su un residuo di Lys può essere elimi- 
nata dal trattamento con un’anidride dicarbossilica, co- 
me l’anidride citraconica. Questo reagente forma un 
derivato carico negativamente del gruppo amminico 
e della Lys che la tripsina non riconosce più. 


q 
NH J: 
CHCH,CH,CH,CHyNH} + 0 DI 
X 
sl Cc 
sa pd CHs 
5 lo) 
: Lys Anidride citraconica 
o) 
Du ] 
CHOMs©H,0H,0H2 NH" i 
c=0 x Cc 
00C7 “CH, 
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i Ì ni 


Dopo idrolisi della catena polipeptidica con tripsina, — 


i residui di Lys possono essere ripristinati per la suc- 
cessiva identificazione mediante un trattamento blan- 
do in acido (pH 2-3). I residui di Cys possono invece 
essere amminoalchilati da una #-aloammina per 
formare un residuo carico positivamente che è rico- 
nosciuto dalla tripsina. 


| 

1° 

CRCEsS5H + BrCHyCHyNHj 
iP 

: Cys 2-bromoetilammina 
j a Br 


# 


CHCHy- S—CH,CH,NH} 


Queste reazioni estendono l’uso della tripsina in mo- 
do da trarre ulteriori vantaggi dalla sua specificità. 

Le altre endopeptidasi elencate nella Tabella 6.2 han- 
no un grado di specificità minore rispetto alla tripsi- 
na e spesso generano frammenti con sequenze che 
si sovrappongono. È possibile però con una proteo- 
lisi limitata, cioè adottando opportune condizioni 
di digestione e tempi di incubazione molto brevi, ot- 
tenere anche con queste endopeptidasi frammenti 
omogenei da sequenziare. La produzione di fram- 
menti diversi è dovuta al fatto che la struttura molto 
complessa di una proteina (subunità) presenta molti 
altri legami suscettibili all’azione dell’enzima proteo- 
litico, posti al di sotto della superficie della molecola 
proteica. Utilizzando le condizioni appropriate e tem- 
pi di reazione corretti, verranno idrolizzati soltanto 
quei legami peptidici che sono inizialmente accessi- 
bili alla peptidasi. La proteolisi limitata è particolar- 
mente utile nella produzione di frammenti delle di- 
mensioni giuste da subunità che possiedono troppi 
o troppo pochi residui di Arg e Lys per poter usare 
la tripsina (anche se sono presenti troppi legami su- 
scettibili, la proteolisi limitata con tripsina può dare 
risultati apprezzabili). 


Il bromuro di cianogeno rompe specificamente 
legami peptidici dopo residui di Met 


Alcuni reagenti chimici possono rompere il le- 
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game peptidico a livello di specifici residui. Il più 
usato di questi reagenti, il bromuro di cianogeno 
(NCBr), determina la rottura specifica e quantitativa 
sul lato C di residui di Met formando un peptidil 
omoserina lattone. 


Fr 

S: CEN 

I SI 

EB Br 
CHoy Bromuro di 
N cianogeno 
due NH—CH c 20 . 
| 2 

e Da ce- 
R (0) 
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R (©) 
CHg 
Î Metil 
-.B—C=N tiocianato 
+ 
—_ CHa 
CH; \ 
/ 
000 —NH-C—-c 
H 
N_cH-c_ se 
R (6) 
H30 
—_ CHz 
CH; x 
Omoserina ..._NH CC” 
peptidil lattone H Il 
o a 
+ 
N—CH—C— 
Amminoacil H3N | Il 
peptide R (0) 
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La reazione viene portata avanti in una soluzione aci- 
da (HC1 0,1N oppure acido formico al 70%) che dena- 
tura la proteina e consente l’attacco di tutti i residui 
di Met. 

Un frammento peptidico generato da un processo 
di rottura specifica può essere ancora troppo grande 
per essere sequenziato. In questo caso, dopo la sua 
purificazione viene sottoposto ad una seconda fram- 
mentazione usando un processo di rottura diverso 
dal primo. 


F. Separazione e purificazione 
dei frammenti peptidici 


Ancora una volta dobbiamo usare le tecniche 
di separazione, questa volta per isolare i frammenti 
peptidici, generati dal processo di rottura specifica, 
per le successive operazioni di sequenziazione. I re- 
sidui non polari non sono esclusi all'ambiente acquo- 
so come accadeva invece nella proteina nativa (Capi- 
toli 7 e 8). Di conseguenza, molti frammenti peptidi- 
ci tendono ad aggregare, precipitare e ad essere ad- 
sorbiti fortemente ai materiali cromatografici. Ciò 
porta molto spesso alla perdita del peptide o dei pep- 
tidi. Fino ad ora lo sviluppo di metodi che potessero 
separare in modo soddisfacente una miscela di fram- 
menti peptidici ha costituito il problema principale 
e, in particolare, quello che ha fatto perdere più tem- 
po in tutto il processo di determinazione della se- 
quenza di un polipeptide. Questi metodi compren- 
dono l’uso di denaturanti, come l’urea e 1’SDS, per 
solubilizzare i frammenti peptidici e la scelta di ma- 
teriali cromatografici e di condizioni capaci di ridur- 
re al massimo le perdite di campione per adsorbi- 
mento. L’avvento della cromatografia in fase inversa 
in HPLC (paragrafo 5.3C) ha trasformato la separa- 


zione dei frammenti peptidici in una tecnica molto 


semplice e di applicazione routinaria. 


G. Determinazione della sequenza 


Una volta ottenuti i frammenti peptidici della 
lunghezza corretta prodotti con una delle tecniche 
specifiche di rottura citate prima, è possibile deter- 
minarne la sequenza. Il modo migliore è quello di ri- 
petere ciclicamente la degradazione di Edman (para- 
grafo 6.1A). Edman e Geoffrey Begg hanno costruito 
un apparecchio automatico in grado di effettuare tutto 
il procedimento noto con il nome di sequenziatore 
0 sequenafor a coppa rotante. Questo strumento 
contiene una coppa di vetro rotante ad una velocità 
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da 1000 a 4000 giri per minuto, sulla cui superficie 
interna è immobilizzato il peptide sotto forma di film 
sottile. In un tipo diverso di apparecchio detto se- 
quenziatore (sequencer) in fase solida il peptide 
è invece legato covalentemente ad un supporto soli- 
do inerte, ad esempio una resina polistirenica, e quin- 
di il derivato tiazolinone-amminoacido prodotto dal 
trattamento acido viene separato per semplice filtra- 
zione ad ogni ciclo della degradazione di Edman. Ne- 
gli strumenti più avanzati, il peptide è immerso in 
un sale amminico quaternario polimerico, il polibre- 
ne, che immobilizza il peptide, ma al tempo stesso 
è facilmente penetrabile ai reagenti di Edman (tra- 
sportati sotto forma di vapori in un flusso di argon). 
In tutti questi strumenti, quantità accuratamente mi- 
surate dei vari reagenti vengono aggiunte nella cella 
di reazione ad intervalli programmati. I derivati 
tiazolinone-amminoacidi vengono rimossi automati- 
camente, convertiti nei corrispondenti PTH-ammino- 
acidi (Fig. 6.4) e identificati per cromatografia. Que- 
ste apparecchiature sono in grado di identificare più 
di un residuo per ora. 

Di solito, è possibile ottenere sequenze della lunghez- 
za da 40 a 60 residui (80 o più nei sistemi più sofisti- 
cati) prima che gli effetti di reazioni incomplete o col- 
laterali e la perdita di materiale durante i vari cicli 
inficino i risultati delle analisi. Poiché è possibile iden- 
tificare in una cromatografia in fase inversa, con un 
sistema HPLC equipaggiato con un rivelatore ad ad- 
sorbimento della luce UV, meno di una pmole di un 
PTH-amminoacido, l’analisi della sequenza di un pep- 
tide potrà essere condotta su campioni di circa 5 - 
10 pmol (meno di 0,1 ug di materiale — una quantità 
così piccola da non essere visibile). 


H. Ordinamento dei frammenti peptidici 


Stabilita la sequenza dei frammenti peptidici, 
ci resta da stabilire l’ordine con cui essi sono legati 
nel polipeptide originale. Possiamo ottenere questo 
ordine confrontando le sequenze amminoacidiche di 
un gruppo di frammenti peptidici con quelle di un 
altro gruppo di frammenti peptidici, prodotti con un 
sistema di rottura diverso dal primo, i cui punti di 
rottura si possano sovrapporre a quelli della prima 
serie (Fig. 6.7). Le regioni di sovrapposizione devono 
essere sufficientemente lunghe da non consentire sta- 
tisticamente errori in queste disposizioni. Essendovi 
però venti possibilità per ogni residuo amminoacidi- 
co, la sovrapposizione, anche di solo pochi residui, 
è di solito sufficiente allo scopo. 
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Figura 6.7 La sequenza amminoacidica di una catena polipeptidica 
viene determinata confrontando le sequenze di due serie di frammen- 
ti peptidici che si sovrappongono. In questo esempio, le due serie 
di frammenti peptidici sono state generate mediante rottura del poli- 
peptide dopo tutti i suoi residui di Arg e Lys con tripsina e, in una 
reazione separata, dopo tutti i suoi residui di Met con trattamento 


con bromuro di cianogeno. L'ordine dei primi due frammenti triptici 


(a) Deposizione di un campione 
di un digerito proteico parziale 


Direzione 


‘Tampone della | 
î migrazione 
(c) 
| Striscia di carta tagliata 
dall’eiettroforetogramma ed esposta 
(d) ai vapori di acido performico 


i| viene cucita 
;) ad un nuovo 
foglio di carta 


(e) 


Frammenti 

del polipeptide 
legati da un ponte 
disolfuro 


Diagonale 


viene stabilito, per esempio, dall’osservazione che il peptide Gly-Ala- 
Lys-Leu-Pro-Met ottenuto con bromuro di cianogeno ha la sua se- 
quenza N-terminale e C-terminale in comune, rispettivamente con 
quelle C-terminale ed N-terminale dei due peptidi triptici. In questo 
modo è possibile stabilire l'ordine dei frammenti peptidici nella cate- 
na polipeptidica originale. 


Figura 6.8 Elettroforesi diagonale: (a) un digerito proteico parziale 
con i ponti disolfuro intatti viene posto su un foglio di carta e sottopo- 
sto (5) ad elettroforesi. (CA Viene quindi tagliata una striscia da un 
lato dell’elettroforetogramma e viene esposto ai vapori di acido per- 
formico che ossida i ponti —S—S— a due gruppi —SO:H. (d) Que- 
sta striscia viene cucita ad un secondo foglio di carta e sottoposta 
ad elettroforesi nelle stesse condizioni usate nella prima, ma in dire- 
zione perpendicolare. | peptidi vengono resi visibili con una opportu- 
na colorazione. (e) | peptidi che non sono sulla diagonale nella se- 
conda elettroforesi, come i due frammenti gialli, contengono residui 
di acido cisteico che in origine erano impegnati in un legame disolfu- 
ro. | peptidi in questione, una volta identificati, possono essere eluiti 
dalla striscia della prima elettroforesi rimasta per successive analisi. 


I. Posizione dei ponti disolfuro 


La tappa finale dell’analisi della sequenza am- 
minoacidica è quella che consente la determinazione 
della posizione dei ponti disolfuro (se ve ne sono). 
È possibile ottenere ciò rompendo un campione di 
proteina nativa, con i suoi ponti disolfuro intatti, in 
modo da ottenere coppie di frammenti peptidici con- 
tenenti ognuno un singolo residuo di Cys impegnato 
in un legame disolfuro. 

Questi peptidi possono essere identificati mediante 
elettroforesi diagonale (Fig. 6.8). Con questa tecni- 
ca il digerito parziale viene sottoposto ad una elet- 
troforesi bidimensionale con due procedimenti uguali. 
Dopo la prima corsa, l’elettroforetogramma viene 
esposto a vapori di acido performico che ossidano 
i residui di cistina ad acido cisteico (paragrafo 6.1B). 
Dopo la seconda corsa elettroforetica quei frammen- 
ti peptidici che sono disposti sulla diagonale dell’elet- 
troforetogramma, e quindi non sono stati modificati 
dal trattamento con acido performico, non contengo- 
no legami disolfuro. Quei frammenti che original 
mente contenevano un ponte disolfuro ed erano for- 
mati da due peptidi vengono rotti dal trattamento 
con acido performico e quindi migrano in modo di- 
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Frammento del polipeptide 
contenente il ponte disolfuro 


Riduzione del ponte disolfuro 
e bloccaggio con iodoacetato 


S—CH,C05 + 03CCHo_$= 


È 


Separazione e determinazione 
della sequenza dei polipeptidi 


Figura 6.9 Le posizioni dei ponti disolfuro di una proteina vengono 
determinate mediante l’identificazione delle coppie di frammenti le- 
gati da ponti —S—S—. 


verso nella seconda corsa elettroforetica, spostandosi 
dalla diagonale. 

Dopo aver isolato il frammento polipeptidico con- 
tenente il ponte disolfuro, quest’ultimo viene rotto 
ed alchilato (paragrafo 6.1B) e viene determinata la 
sequenza dei due peptidi (Fig. 6.9). La posizione dei 
ponti disolfuro viene stabilita confrontando la sequen- 
za amminoacidica di questi frammenti polipeptidici 
con quella della proteina. 


L. Mappe peptidiche 


La determinazione della sequenza amminoaci- 
dica di una proteina è un processo che ha bisogno 
di molto tempo. Una volta che è stata stabilita la strut- 
tura primaria di una proteina, quella di un’altra pro- 
teina praticamente identica alla prima (come ad esem- 
pio quelle che derivano da specie molto simili tra 


Figura 6.10 Confronto tra i fingerprint colorati con ninidrina dei dige- 
riti triptici di (a) emoglobina A (HbA) e (b) emoglobina S (HbS). | 
quadrati racchiudono i peptidi che differiscono nelle due analisi. Questi 
peptidi sono costituiti dagli otto residui N-terminali della subunità 
B dell'emoglobina. Le loro sequenze amminoacidiche sono 

Emoglobina A Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys 

Emoglobina S Val-His-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Lys 

B1 2 3 4 5 6 7 8 

(Per gentile concessione di Corrado Baglioni, State University of New 
York, ad Albany.) 
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loro, mutate o modificate chimicamente) possono es- 
sere determinate con molta semplicità. Il metodo per 
ottenere queste informazioni è il frutto di una com- 
binazione di una cromatografia con una elettrofore- 
si, a cui vengono sottoposti digeriti proteici parziali. 
Questo metodo è noto con il nome di fingerprin- 
ting o di mappa peptidica. I frammenti peptidici 
che contengono modificazioni amminoacidiche mi- 
grano in posizioni diverse nella mappa peptidica (o 
fingerprint) rispetto ai corrispondenti frammenti della 
proteina originale (Fig. 6.10). I peptidi modificati pos- 
sono essere eluiti dalla mappa peptidica e sottoposti 
ad analisi della sequenza amminoacidica per stabili 
re le differenze esistenti tra la proteina originale e 
quella modificata. . 


(a) 
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Determinazione della sequenza amminoacidica 
mediante la spettrometria di massa 


La spettrometria di massa (MS) sta emergen- 
do come una tecnica pratica per la determinazione 
della sequenza di frammenti peptidici di dimensioni 
fino a circa 25 residui amminoacidici. Fino a poco 
tempo fa, l’uso della spettrometria di massa di mole- 
cole organiche piuttosto grandi era limitato dalle dif- 
ficoltà che si incontravano nel vaporizzarle senza pro- 
vocare una decomposizione termica (la spettrometria 
di massa richiede che le molecole siano in fase gasso- 
sa). Questo impedimento è stato eliminato con una 
tecnica di ionizzazione chiamata bombardamento 
con atomi veloci (FAB-MS) in cui il composto in 
esame, sciolto in una piccola quantità di solvente vo- 
latile come il glicerolo, viene irradiato con un raggio 
di atomi di Ar o di Xe nella camera di ionizzazione 
dello spettrometro di massa. Questo processo porta 
all’espulsione dalla soluzione di glicerolo di ioni 
(M +H)*, dove M rappresenta il composto in esame, 
cioè il polipeptide in questo caso. Gli ioni polipeptidi- 
ci si rompono alle estremità con sistemi noti forman- 
do una serie di derivati polipeptidici sempre più pic- 
coli, la cui massa molecolare può essere misurata con 
un’accuratezza superiore a +0,5 D. 

Confrontando la massa molecolare di gruppi di 
frammenti sempre più grandi, diventa possibile de- 
terminare la massa molecolare e quindi l’identità dei 
corrispondenti residui amminoacidici. È possibile al- 
la fine ottenere la sequenza dell’intero polipeptide. 
La computerizzazione del processo di confronto del- 
la serie dei frammenti ha ridotto il tempo necessario 
a determinare una sequenza a pochi minuti, un tem- 
po brevissimo se paragonato alle ore richieste per 
un ciclo della degradazione di Edman. È anche possi- 
bile determinare contemporaneamente la sequenza 
di diversi polipeptidi presenti nella stessa miscela o 
in presenza di contaminanti, senza che vi sia per 
esempio la necessità di purificare i frammenti pepti- 
dici di una proteina prima di determinare la loro 
sequenza (paragrafo 6.1F). Infine, la spettrometria 
di massa può essere usata per sequenziare peptidi 
il cui residuo N-terminale è bloccato (una modifica- 
zione postraduzionale comune negli eucarioti che im- 
pedisce la degradazione di Edman) ed identificare 
molti altri tipi di modificazioni come la fosforilazio- 
ne (paragrafo 4.3A) e la glicosilazione (paragrafo 
10.3C). I principali svantaggi, nella determinazione 
della sequenza di un polipeptide con la spettrome- 
tria di massa, sono dovuti ai costi elevati dello stru- 
mento e alla bassa sensibilità se confrontata con quel- 
la dei sequenziatori più recenti che usano la degra- 
dazione di Edman. 


o: I 
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M. Sequenza degli acidi nucleici 


Le sequenze amminoacidiche delle proteine so- 
no specificate dalle sequenze di basi degli acidi nu- 
cleici (paragrafo 30.1) e quindi, conoscendo il codice 
genetico, è possibile stabilire la struttura primaria 
di una proteina dalla sequenza del corrispondente 


acido nucleico. Le tecniche per la determinazione del- . 


la sequenza degli acidi nucleici sono state sviluppate 
molto più tardi di quelle delle proteine ma, alla fine 
degli anni °’70, questi metodi sono arrivati al punto 
che è diventato più facile sequenziare un segmento 
di DNA che la proteina che esso specifica (le tecni- 
che di sequenza degli acidi nucleici sono trattate nel 
paragrafo 28.6). Anche se le sequenze delle proteine 
vengono ora ricavate routinariamente dalle sequen- 
ze del DNA, la determinazione diretta della sequen- 
za di una proteina resta uno strumento biochimico 
indispensabile per diverse ragioni. 


1. I ponti disolfuro possono essere localizzati solo dal- 
la sequenza della proteina. 

2. Molte proteine vengono modificate dopo la loro 
biosintesi per rimozione di alcuni residui e per 
derivatizzazione di altri (paragrafo 30.5). Le iden- 
tità di queste modificazioni, che sono spesso es- 
senziali per la funzione biologica della proteina, 
possono essere determinate solo sequenziando di- 
rettamente la proteina. 

3. È spesso difficile identificare ed isolare un aci- 
do nucleico che codifica per la proteina in og- 
getto. 

4. Un comune errore nella sequenziazione del DNA 
è l’involontaria inserzione o delezione di un sin- 
golo nucleotide. Il codice genetico è costituito da 
triplette consecutive di nucleotidi, ognuna delle 
quali codifica per un singolo residuo amminoaci- 
dico (paragrafo 30.1B). L’erronea addizione o de- 
lezione di un nucleotide dalla sequenza di un ge- 

‘ ne modifica quindi il quadro di lettura del gene 
e la predizione di tutti i residui amminoacidici 
che stanno dopo il punto dell’errore. Il doppio con- 
fronto tra la sequenza amminoacidica predetta e 
quella di una serie di oligonucleotidi ricavati da 
tratti della catena polipeptidica possono identifi- 
care questo tipo di errori. 

5. Il codice genetico «standard» non è universale: 
quello dei mitocondri e di alcuni protozoi è leg- 
germente diverso (paragrafo 30.1E). Queste varian- 
ti del codice genetico furono identificate da con- 
fronti tra le sequenze di proteine e delle basi dei 
loro corrispondenti geni. Se vi sono altre varianti 
al codice genetico, non vi sono dubbi che saranno 
identificate con questo sistema. 


| i nta 
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2. MODIFICAZIONE DELLE PROTEINE 


Una comune strategia per l’identificazione dei 
residui di una proteina, essenziali per la sua funzio- 
ne biologica, è quella di trattare la proteina con com- 
posti che reagiscono con specifiche catene laterali di 
amminoacidi. Una proteina potrà essere inattivata da 
questo reagente gruppo-specifico se esso altera chi- 
micamente uno dei residui essenziali della proteina. 
Se è nota la sequenza della proteina, risulta più facile 
identificare i residui modificati per mezzo di un’a- 
nalisi tipo fingerprinting. Anche senza conoscere la 
struttura primaria della proteina, il confronto tra i 
fingerprint della proteina modificata e non modifica- 
ta può fornire utili informazioni sulla natura del re- 
siduo colpito dal reagente gruppo-specifico. Nella Ta- 
bella 6.3 sono elencati alcuni di questi composti ed 
i prodotti che formano. 

Un gruppo cataliticamente attivo può essere reso 
particolarmente reattivo dall’ambiente che lo circon- 
da nella proteina e può reagire con certi tipi di rea- 
genti in modo anormale. Per esempio, la famiglia di 
enzimi chiamata serina proteasi (la tripsina, la chi- 
motripsina e l’elastasi sono membri di questa fami- 
glia) contiene nel sito attivo un residuo di Ser insoli- 
tamente reattivo (paragrafo 14.3) (il sito attivo di 
un enzima è costituito dai residui che legano i sub- 


Catena laterale Reagente 


Lys 


1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (FDNB) 


NO, NO, 
2° o) NH(CHo)y_ 
NO) NO, 


Trinitrofenil-Lys 


Acido trinitrobenzene sulfonico 


sl 
E,C-C—S—CH,—CHy 


Etiltiotrifluoroacetato 


Prodotto 


O e) NH(CHy);t 
NO, NO, 


Lys-dinitrofenilata (-DNP) 


F,C-C— NH(CHa) — 


strati — reattanti — e partecipano alla catalisi). Que- 
sto residuo di Ser reagisce con il diisopropilfosfo- 
fluoruro (DIPF) formando il seguente derivato: 


E AGO 2 
nano + vriso 
Serina reattiva Diisopropilfosfofluoruro 
(DIPF) 
Ì 
NE GECHeda 2 
PESOHES (O.luzni gle 
TER O—CH(CHg3)9 


Gli altri residui di Ser, presenti nella stessa proteina, 
non reagiscono con il DIPF e quindi questa reazione 
costituisce un metodo di marcatura specifica della Ser 
del sito attivo delle serina proteasi. 


n) 


Altri gruppi reattivi 


| Cys, His, Amminico 
N-terminale 


Amminico N-terminale 


(0) 
Amminico N-terminale 


Trifluoracetil-Lys 
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Catena laterale Reagente Prodotto Altri gruppi reattivi 
Lys 
O 
(continua, 
i i 
9 “00C—CH,— CHx— C—NH(CHy)x—Amminico N-terminale 
(6) 
Anidride succinica Succinil-Lys 
ATE o 0 
TT Arg reagisce con due molecole 
—C-+H di fenilgliossale formando 
un prodotto con struttura 
ignota 
Fenilgliossale 
ch, CHsH 
[ HO N, 
Oese /0=N— (CHa)3— 
a N 
9=C Rof H 
CHg Ù 
2,3-butanedione 
Cys 
ICH, COO” -00C—CH,— S—_CH.— Asp, Glu, His, Lys, Met 
Iodoacetato S-carbossimetil-Cys 
ON F ON S—CH2— Lys, His, Tyr 
NO, NO, 


1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (FDNB) Cys-dinitrofenilata (-DNP) 


CH;—CHa_ O CH3— CH o 
» | : 
h b o CH, pere a pH relativamente 


(0) (0) 
N-etilmaleimmide 


7 00C Hg OH "0 Hg— S_CHo 


p-idrossimercuribenzoato 


0;N S—-S NO, na S— S—-CHo- 


COOH COOH COOH 


5,5'-ditiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) 


Catena laterale Reagente 


î 
H-C-0-0-H 


Acido performico 


Cys 
(continua) 


Cys-S-5-CyS HS—CH,—CH,—0H 


2-mercaptoetanolo 


CRT” SH 
HO-C-H 
H_ î — OH 
Ditiotreitolo 
Ha SH 
H_ ? —oH 
e OH 
CHo—-SH 


Ditioeritritolo 


Il 
H_-C—-0—-0-H 


Acido performico 
Met 


N=C—Br 
Bromuro di cianogeno 


ICH, COO” 


Iodoacetato 
(0) 


Il 
H-C_0_-0—-H 


Acido performico 


Asp, Glu 


+ n, 
CHy=N=N 


Diazometano 
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Prodotto Altri gruppi reattivi 


03 S—CHa- Met, Cys-S-S-Cys 


Acido cisteico 


Cys-SH 


03 S_CHo- Cys, Met 


Acido cisteico 


_CH2 
H,C \ 
| lo) 
—NH-0—f 
H | 
lo) 


Peptidil omoserina lattone 
CH 
x 

S —CHo— CH 


/ 
00C — CHa 


S-carbossimetil-Met 


Asp, Cys, Glu, His, Lys 


(0) 

Il 
H3gC-S_CH2_CHo_ Cys, Cys-S-S-Cys 

Il 


(0) 
Metionina sulfone 


î 
H3C0_C-CHa- 


Estere metilico 
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Catena laterale Reagente Prodotto Altri gruppi reattivi 
Asp, Glu 
(continua) CHy—CHa Hit Sui 
N (0) (0) 
I 
(9) =0 C= (0) 
Il + | | 
n Ha io (e) 
Il 
cOHa)a NH, NH—C—CH3— 
N(CHg)o 
EDAC* Glicin metil estere 
His 
CHo— 
agi Asp, Cys, Glu, Lys, Met 
ICH,— COO” \_N 
2 \ “CH,—C00° 
Iodoacetato 
È 
CHs—CHo—-0—C 
\ CHo— 
o e da 
CH:-CH,—0—C (REN 
S CH3—CHo—-0 
Dietilpirocarbonato Etilcarbossamido-His 
Trp 
CH,— 
CI— Ss NO, N S NO Cys (può essere 
+ ci decomposto dai tioli) 
H 
NO9 NO, 
2,4-dinitrofenilsulfenil cloruro 
O CHa_ 
N—Br (0) His, Cys, Arg, Lys, Tyr 
N 
(e) 
N-bromo succinimmide 
Tyr NOy 
C(INO9)4 HO CHo_ 
Tetranitrometano 3-nitrotirosina 


* T-etil-3-(3-dimetillamminopropilcarbodiimmide (o carbodiimmide solubile in acqua). 


LI 
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3. EVOLUZIONE CHIMICA 


Gli individui, come le specie nel loro comples- 
so, sono caratterizzati dal loro patrimonio genetico 
ereditabile. Questo patrimonio genetico, come vedre- 
mo nella Parte 5 del volume, specifica in un organi- 
smo sia le sequenze amminoacidiche di tutte le pro- 
teine che le quantità e i momenti in cui queste pro- 
teine devono essere presenti in ogni cellula. La com- 
posizione in proteine di un organismo è quindi un’e- 
spressione diretta del suo patrimonio genetico. 

In questo paragrafo prenderemo in analisi gli aspetti 
evolutivi delle sequenze amminoacidiche, cioè ci con- 
centreremo sullo studio dell’evoluzione chimica del- 
le proteine. Modificazioni evoluzionistiche, che trag- 
gono origine da eventi mutazionali casuali, alterano 
spesso la struttura primaria di una proteina. Una mo- 
dificazione indotta da una mutazione, se deve essere 
propagata, deve in qualche modo aumentare, o al- 
meno non diminuire, la probabilità che il possessore 
ha di sopravvivere mediante la riproduzione. Molto 
spesso gli effetti delle mutazioni sono deleteri e in 
qualche caso letali e portano quindi alla morte del- 
l'organismo colpito. In casi molto più sporadici, co- 
me vedremo in seguito, la mutazione determina un 
aumento dell’adattabilità dell’organismo colpito al- 
l’ambiente in cui vive. 


A. Anemia a cellule falciformi: 
l'influenza della selezione naturale 


L’emoglobina, il pigmento rosso del sangue, 
è una proteina la cui funzione principale è quella 
di trasportare l’ossigeno attraverso il corpo. Una mo- 
lecola di emoglobina è un tetramero a2f:, cioè è co- 
stituita da due subunità a e da due subunità f uguali 
(Fig. 6.1). L’emoglobina è contenuta negli eritrociti 
(i globuli rossi; dal greco, erythrose, rosso + kytos, 
vaso vuoto) di cui rappresenta circa il 33% in peso 
in un individuo normale. In ognuno dei loro viaggi 
nel sistema circolatorio, gli eritrociti, che hanno di 
solito una forma flessibile a disco biconcavo (Fig. 
6.11a), devono schiacciarsi quando passano attraver- 
so i vasi capillari che hanno un diametro più piccolo 
del loro. 

Negli individui con la malattia genetica detta ane- 
mia a cellule falciformi, molti eritrociti assumono 
una forma irregolare a falce nelle condizioni a bassa 
concentrazione di ossigeno tipica dei capillari (Fig. 
6.11b). Questa modificazione della forma degli eri- 
trociti aumenta la loro rigidità e impedisce poi il loro 
passaggio attraverso i capillari. Le cellule a forma di 


(b) 


Figura 6.11 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di: (a) 
eritrociti umani normali che mostrano la loro forma a disco biconca- 
vo. (David M. Phillips/Visuala Unlimited.) (b) Un eritrocita falciforme 
di un paziente con anemia a cellule falciformi. (Bill Longcore/Photo 
Researchers, Inc.) 


falce rallentano quindi il flusso del sangue nei capil- 
lari; nei momenti di «crisi» il flusso sanguigno in al- 
cune aree del corpo di questi individui è completa- 
mente bloccato generando un esteso danno ai tessuti 
e dolori lancinanti. Inoltre questi individui affetti da 
anemia a cellule falciformi soffrono anche di una gra- 
ve anemia emolitica (una condizione caratterizzata 
dalla distruzione di globuli rossi) in quanto l’aumen- 
tata fragilità meccanica diminuisce il tempo di vita 
di questi eritrociti che, nella norma, è di circa 120 
giorni. Gli effetti debilitanti di questa malattia erano 
tali che, fino alla prima metà di questo secolo, gli 
individui affetti da anemia a cellule falciformi solo 
di rado sopravvivevano fino alla maturità (i moderni 
trattamenti sono più efficaci, ma non costituiscono 
ancora una cura). 
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L’anemia a cellule falciformi 
è una malattia molecolare 


Nel 1945 Linus Pauling ipotizzò correttamente 
che l’anemia a cellule falciformi, che egli chiamò con 
il termine di malattia molecolare, fosse il risultato 
della presenza di una emoglobina mutante. Pauling 
e i suoi collaboratori dimostrarono successivamente 
mediante analisi elettroforetiche che l’emoglobina 
normale umana (HbA) ha una carica anionica che 
è circa di due unità più negativa dell’emoglobina pre- 
sente nelle cellule falciformi (HbS; Fig. 6.12). 

Nel 1956, Vernon Ingram sviluppò la tecnica della 
mappatura peptidica e poté individuare la differen- 
za tra HbA e HbS. I fingerprint effettuati da Ingram 
di digeriti triptici di HbA e di HbS hanno rivelato 
che le subunità a delle due emoglobine sono uguali, 
mentre le subunità 8 presentano una differenza a 
livello di un solo peptide triptico (Fig. 6.10). Studi 
di sequenza sui peptidi hanno dimostrato che la dif- 
ferenza deriva dalla sostituzione del residuo di Glu 686 
dell’HbA (il residuo di Glu nella sesta posizione di 
ogni catena 8) con un residuo di Val nell’HbS 
(Glu 86 —> Val); questa sostituzione spiega la diffe- 
renza di carica elettrica osservata da Pauling. Questa 
è stata la prima volta in cui è stato possibile dimo- 
strare che una malattia genetica derivava dalla sosti- 
tuzione di un amminoacido in una proteina. Questa 
mutazione determina l’aggregazione di molecole di HbS 


Figura 6,13 Carta che indica 
le regioni del mondo in cui era 
prevalente la malaria causata 
dal P. falciparum prima del 
1930, insieme alla distribuzio- 
ne del gene per l'anemia a cel- 
lule falciformi. 
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Figura 6.12 Quadro elettroforetico delle emoglobine da individui nor- 
mali, eterozigoti per il gene dell’anemia a cellule falciformi ed omo- 
zigoti per lo stesso gene. (Fonte: MONTGOMERY, R., DrYER, R.L., CON- 
WAY, T.W. e SPECTOR, A.A., Biochemistry, a case oriented approach, 
4? ed., Copyright © 1983 C.V. Mosby Company, Inc.) 


in filamenti di lunghezza sufficientemente lunghi e 
rigidi da deformare gli eritrociti, un esempio di come 
la struttura primaria influenzi la struttura quaterna- 
ria. La struttura di questi filamenti di HbS è discussa 
anche nel paragrafo 9.3B. 


Il tratto dell’anemia a cellule falciformi 
conferisce resistenza alla malaria 


L’anemia a cellule falciformi è ereditaria in ba- 
se alla genetica mendeliana (paragrafo 27.1B). Tutte 


Malaria 


Gene dell’anemia 
a cellule falciformi 
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le cellule di un organismo superiore, ma non le cel- 
lule germinali, hanno due copie omologhe di ogni 
cromosoma, con l'eccezione dei cromosomi sessuali. 
Un organismo che ha un particolare gene viene clas- 
sificato come eterozigote oppure omozigote per 
quel gene se le sue cellule contengono una o due co- 
pie di quel gene. L’emoglobina presente nei globuli 
rossi di individui omozigoti per l’anemia a cellule 
falciformi è quasi completamente HbS. Al contrario, 
negli individui eterozigoti i globuli rossi contengono 
soltanto il 40% di HbS (Fig. 6.12). Queste persone, 
che possiedono il cosiddetto tratto dell’anemia a 
cellule falciformi, hanno una vita normale anche 
se i loro eritrociti hanno una vita media più corta 
di quella di cellule di soggetti normali. 

Il tratto dell’anemia a cellule falciformi e la malat- 
tia nel suo complesso colpiscono maggiormente le per- 
sone dell’Africa equatoriale. Le regioni dell’Africa 
equatoriale in cui la mortalità da malaria è più ele- 
vata (la mortalità nei bambini in quelle regioni rag- 
giunge anche il 50%), come mostra la Fig. 6.13, coin- 
cidono con quelle aree in cui il gene per l’anemia 
a cellule falciformi è prevalente (posseduto in alcuni 
posti anche dal 40% della popolazione). Questa osser- 
vazione portò Anthony Allison alla scoperta che gli 
individui eterozigoti per l’HbS sono resistenti alla ma- 
laria. 

La malaria è una malattia dovuta ad un parassita; 
in Africa viene causata dal protozoo Plasmodium fal- 
ciparum, presente nelle zanzare, il quale rimane al- 
l’interno di un globulo rosso durante la maggior parte 
del suo ciclo vitale (circa 48 ore). I parassiti aumenta- 
no di circa 0,4 unità l’acidità dell’eritrocita che infet- 
tano e determinano la sua adesione ad una specifica 
proteina presente sulla parete dei vasi sanguigni me- 
diante una protuberanza che si sviluppa sulla super- 
ficie dell’eritrocita (altrimenti la milza potrebbe ri- 
muovere gli eritrociti infetti dalla circolazione ucci- 
dendo il parassita). La morte spesso sopraggiunge 


quando un gran numero di eritrociti si localizzano . 


in un organo vitale (come il cervello nella malaria 
cerebrale) impedendo il flusso sanguigno. 

Come può il tratto per l’anemia falciforme conferi- 
re resistenza alla malaria? Normalmente circa il 2% 
degli eritrociti di individui con il tratto dell’anemia 
a cellule falciformi vanno incontro alla conversione 
nella forma a falce nelle condizioni di bassa concen- 
trazione di ossigeno presente nei capillari. L’abbas- 
samento del pH prodotto dall’infezione aumenta la 
proporzione delle cellule nella forma a falce a circa 
il 40%. Un eritrocita normale mantiene un°’elevata 
concentrazione interna di K+ rispetto a quella del 
siero mediante processi discussi nel paragrafo 18.3A. 
Quando un eritrocita assume la forma di falce, la per- 


meabilità della sua membrana allo ione K* aumen- 
ta e quindi la concentrazione di K* nell’eritrocita 
falciforme è minore che nell’eritrocita normale; il pa- 
rassita malarico necessita di elevate concentrazioni 
di K* e quindi non può sopravvivere in una cellula 
falciforme. Di conseguenza, avere il tratto dell’ane- 
mia a cellule falciformi in una regione malarica ri- 
sulta un adattamento vantaggioso: la frazione di po- 
polazione eterozigote (che ha il tratto per l’anemia 
a cellule falciformi) in quella regione aumenta fino 
a che il loro vantaggio riproduttivo non viene bilan- 
ciato dal corrispondente aumento della proporzione 
di omozigoti presenti (individui affetti da malattia 
a cellule falciformi). L’anemia a cellule falciformi rap- 
presenta un classico esempio darwiniano delle conse- 
guenze sull’adattamento, generate da una singola mu- 
tazione, nella competizione biologica tra organismi 
per le stesse risorse. 


B. Variazioni tra specie in proteine 
omologhe: effetto delle spinte neutrali 


La struttura primaria di proteine isolate da 
specie tra loro correlate è simile. Se si assume, in 
base alle leggi dell’evoluzione, che le specie simili si 
siano evolute da un progenitore comune, ne conse- 
gue che anche le loro proteine si devono essere evo- 
lute da un corrispondente progenitore proteico co- 
mune. 

Una proteina che si è ben adattata alla sua funzio- 
ne, cioè che non necessita di alcun miglioramento fi- 
siologico, continua ugualmente ad evolversi. La natu- 
ra casuale dei processi mutazionali potrebbe, nel tem- 
po, modificare questa proteina in modo da non alte- 
rare significativamente la sua funzione, un processo 
chiamato spinta neutrale (le mutazioni deleterie so- 
no rapidamente scartate dalla selezione naturale). Un 
confronto tra la struttura primaria di proteine omo- 
loghe (proteine con evoluzioni correlate) ci può dire 
quali residui della proteina sono essenziali per la sua 
funzione, quali lo sono meno e quali hanno funzioni 
specifiche molto limitate. Se, per esempio, scopria- 
mo che una data catena laterale occupa sempre una 
certa posizione nella sequenza amminoacidica di una 
serie di proteine correlate, possiamo ragionevolmen- 
te concludere che le proprietà chimiche o strutturali 
di questo residuo chiamato invariante sono interes- 
sate a qualche funzione essenziale della proteina. Alb 
tre posizioni amminoacidiche possono avere necessi- 
tà meno stringenti per una specifica catena laterale 
e può essere sufficiente la presenza di residui con 
caratteristiche simili (ad esempio residui con proprietà 
acide come Asp e Glu); queste posizioni vengono dette 
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* Le catene laterali degli amminoacidi sono colorate in base alle loro caratteri- 
stiche di polarità e carica in modo da poter identificare le sostituzioni conserva- 
tive e i residui invarianti dalle barre verticali di un singolo colore. La lettera 
a all’inizio della catena indica che il gruppo amminico N-terminale è acetilato; 
una h indica invece che il gruppo acetile è assente. 


sostituite conservativamente. In altre posizioni, 
invece, sono tollerati molti tipi diversi di amminoa- 
cidi; ciò indica che quelle regioni non sono diretta- 
mente interessate a specifiche funzioni della protei- 
na. Queste posizioni vengono dette ipervariabili. 


Frequenza delle sequenze simili 


Nelle proteine vi sono le sequenze amminoaci- 
diche favorite o sfavorite? Il confronto delle sequen- 
ze di una vasta serie di proteine che non possiedono 
sequenze ridondanti indica che virtualmente tutte 
le sequenze dipeptidiche e tripeptidiche possibili so- 
no presenti in un numero consistente e con una di- 


Fonte: Dickerson R.E., Sci. Am. 226(4), pp. 58-72 (1972), con correzioni tratte 


3 


da Dickerson, R.E. e TimkovicH, R., in Bover, P.D., (curatore), The Enzymes, ‘ 


3? ed., Vol. 11, pp. 421-422, Academic Press, 1975; Copyright © Tabella, 
Irving Geis. 


stribuzione casuale, considerando la composizione 
media di queste proteine. Poiché le proteine primor- 


diali erano probabilmente poche, questa osservazio- - 


ne suggerisce che queste sequenze primordiali siano 
state sottoposte ad un’evoluzione considerevolmente 
«agitata» e che vi possono essere molti modi di di- 
sporre i 20 amminoacidi in strutture equivalenti (co- 
sa confermata dall’analisi delle strutture proteiche ai 
raggi X). È sorprendente che una particolare sequen- 
za tripeptidica che è associata ad una specifica fun- 
zione in una certa famiglia di proteine, è presente 
con una frequenza casuale nelle proteine che non 
hanno quella certa funzione. 

L’enorme massa di sequenze che sono state deter- 
minate (a tutt’oggi, circa 17 000) continua a dimostrare 
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Idrofilici, acidi Asp Fer “a 
: His Lys 
Asn o Asp 

F;j Thr Trp 


[A] Ala [C]Cys [E]Phe [T]ne 
[M] Met [P]Pro [v]val 


Idrotilici, basici 


Polari scarichi 


Ser 


Idrofobici 


che la maggior parte delle proteine sono membri di 
famiglie evoluzionisticamente correlate. Infatti, mol- 
te proteine sono mosaici di sequenze amminoacidi- 
che presenti in una varietà di altre proteine. 


Il citocramo c è una proteina ben adattata 


Per illustrare gli aspetti a cui abbiamo accen- 


5411311111111111315122169217222222264454 


a. 
I 


Gly AV] Asn Gin 


Gin o Glu 


Leu 


nato, prendiamo in considerazione una proteina pre- 
sente praticamente in tutti gli eucarioti, il citocro- 
mo c. Questa proteina è costituita da una singola ca- 
tena polipeptidica di 103 o 104 residui amminoacidi- 
ci nei vertebrati, mentre in altri phila ha otto residui 
in più nella regione N-terminale. Il citocromo c è pre- 
sente nei mitocondri e fa parte della catena di tra- 
sporto degli elettroni, un complesso sistema meta- 
bolico che funziona durante l’ossidazione terminale 
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delle sostanze nutrienti per produrre ATP (paragra- 
fo 20.2). Il ruolo del citocromo c è quello di trasferire 
elettroni tra un complesso enzimatico noto come ci- 
tocromo c reduttasi ad un altro chiamato citoero- 
mo c ossidasi. 

Si pensa che la catena di trasporto degli elettroni sia 
comparsa circa 1,5-2 miliardi di anni fa in organismi 
che hanno sviluppato la capacità di respirare (paragra- 
fo 1.4C). Da quel tempo ad oggi, i componenti di que- 
sto sistema multienzimatico sono stati modificati molto 
poco, come dice il fatto che il citocromo c di qualsiasi 
specie eucariotica, ad esempio il piccione, può reagire 
in vitro (in una provetta) con la citocromo ossidasi di 
qualsiasi altra specie, ad esempio di frumento. Mole- 
cole ibride di citocromo c ottenute legando covalente- 
mente frammenti di specie molto diverse tra loro co- 
me il cavallo ed il lievito (con i metodi descritti nel pa- 
ragrafo 6.4B) hanno un’attività biologica. 


Confronti tra le sequenze proteiche 
forniscono informazioni tassonometriche 


Emanuel Margoliash, Emil Smith ed altri han- 
no determinato la sequenza amminoacidica del cito- 
cromo c da circa 100 specie eucariotiche diverse con 
una complessità di organismo che andava da quella 
del lievito a quella dell’uomo. Le sequenze del cito- 
cromo c di 38 di questi organismi sono riportate nel- 
la Tabella 6.4 e, per rendere più facile identificare 
le eventuali somiglianze tra le sequenze, i residui so- 
no allineati verticalmente. In questa tabella i vari re- 
sidui amminoacidici sono riportati su un fondo colo- 
rato in base alle loro proprietà chimiche e fisiche, 
per illustrare il carattere conservativo delle sostitu- 
zioni amminoacidiche. La Tabella 6.4 dice che il cito- 
cromo c è una proteina evoluzionisticamente conser- 
vata. Un totale di 38 residui dei 105 complessivi (23 
in tutte le specie che sono state sequenziate) sono in- 
varianti e la maggior parte dei rimanenti residui so- 
no stati sostituiti conservativamente. Al contrario, vi 
sono otto posizioni in cui è possibile riscontrare sei 
o più residui diversi e quindi queste sono posizioni 
ipervariabili. 

Risulta facile capire perché alcuni residui sono in- 
varianti proprio dal loro ruolo biochimico. Per esem- 
pio, la Met 18 e la His 80 formano legami con l’atomo 
di ferro attivo nelle reazioni redox del citocromo c; 
la sostituzione con altri residui in queste posizioni 
rende inattiva la proteina. Il significato biochimico 
della maggior parte dei residui invarianti e di quelli 
sostituiti conservativamente del citocromo c sono de- 
finibili solo nei termini di relazioni nella struttura 
tridimensionale della proteina e quindi rimandiamo 
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tutto al paragrafo 8.3A, in cui sono discussi questi 
problemi. Per ora, possiamo solo vedere quali inse- 
gnamenti possiamo trarre dal confronto tra le sequen- 
ze amminoacidiche di proteine correlate. Le conclu- 
sioni che potremo trarre sono molto interessanti. 

Il modo più semplice per confrontare le diffe- 
renze evoluzionistiche tra proteine omologhe è quello 
di contare le differenze amminoacidiche che esisto- 
no tra le varie sequenze (più realisticamente, dovrem- 
mo considerare il minimo cambio di basi del DNA 
per convertire una proteina in un’altra ma, data la 
bassa frequenza con cui vengono accettate le muta- 
zioni, il contare le differenze amminoacidiche ci dà 
informazioni simili). La Tabella 6.5 contiene i valori 
di queste differenze di 22 dei citocromi c elencati 
nella Tabella 6.4. Per meglio evidenziare le relazioni 
tra gruppi di specie simili, i valori sono stati rag- 
gruppati in riquadri diversi. L’ordine di queste dif- 
ferenze è parallelo a quello che la tassonomia classi- 
ca poteva prevedere. Infatti il citocromo c dei prima- 
ti è più simile a quello dei mammiferi, per esempio, 
di quello degli insetti (8-12 differenze nei confronti 
dei mammiferi e 26-31 differenze nei confronti degli 
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* Ogni valore nella tabella indica il numero di differenze amminoacidiche tra 
il citocromo c delle specie riportate a sinistra e quelle riportate sotto. Copyright 
© Tabella, Irving Geis. 


Candida krusei 


Figura 6.14 Un albero filogenetico del citocromo c ottenuto con l’au- 
silio di un computer dai dati sulle differenze (come quelli riportati 
nella Tabella 6.5). Ogni punto di ramificazione rappresenta un orga- 
nismo che si pensa possa essere il progenitore di tutti quelli che si 
trovano più in alto. | numeri di fianco ad ogni ramificazione indicano 
il numero di differenze intercorse, in unità PAM, tra i citocromi c 
delle specie presenti ai vari punti. (Fonte: DavHorr, M.O., PARK, C.M. 
e MCLAUGHLIN, P.J., in DavHorr, M.O., (curatore), Atfas of protein 
sequence and structure, p. 8, National Biomedical Research Founda- 
tion, 1972.) 


insetti). Analogamente, il citocromo c dei funghi dif- 
ferisce molto sia da quello dei mammiferi (45-51 dif- 
ferenze) sia da quello degli insetti (41-47 differenze) 
o da quello delle piante superiori (47-54 differenze). 

Mediante l’analisi al computer di dati come quelli 
della Tabella 6.5, è possibile costruire una specie di 
albero delle famiglie, detto albero filogenetico che 
indica le relazioni ancestrali tra gli organismi che pro- 
ducono quelle proteine. L’albero per il citocromo c 
è schematizzato nella Fig. 6.14. Alberi simili sono 
stati ottenuti usando i dati di altre proteine. Ogni 
punto di ramificazione di un albero indica la proba- 
bile presenza di un progenitore comune per gli or- 
ganismi che stanno in alto. La distanza relativa di 
evoluzione tra punti di ramificazione vicini viene 
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espressa come numero di differenze amminoacidi- 
che per 100 residui della proteina (percentuale delle 
mutazioni puntiformi accettate oppure unità PAM). 
Questa entità consente di valutare quantitativamen- 
te il grado di relazione che esiste tra specie differen- 
ti e che la tassonomia classica non può analizzare. 
Notate che le distanze di evoluzione tra i citocromi 
c moderni e il punto di ramificazione più basso sul 
loro albero sono approssimativamente uguali. Eviden- 
temente, i citocromi c delle cosiddette forme di vita 
inferiori si sono evoluti nello stesso modo dei citocro- 
mi c delle forme superiori. 


Le proteine si evolvono a una velocità 
caratteristica 


Le distanze di evoluzione tra le varie specie pos- 
sono essere poste in grafico in funzione del tempo 
in cui, sulla base dei reperti fossili radiodatati, le spe- 
cie tendono a divergere. Per il citocromo c questo 
grafico è essenzialmente lineare; questo fatto sugge- 
risce che il citocromo ha accumulato mutazioni ad 
una velocità costante sulla scala geologica del tempo 
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Figura 6.15 Velocità di evoluzione di quattro proteine non correlate. 
Il grafico è stato costruito ponendo in ordinata il valore medio delle 
differenze, in unità PAM, delle sequenze amminoacidiche sui due 
lati di un punto di ramificazione di un albero filogenetico (corretto 
per assegnare più di una mutazione ad un dato sito) ed in ascissa 
il tempo, calcolato dai reperti fossili, in cui le- specie corrispondenti 


(Fig. 6.15). Ciò risulta vero anche per altre proteine, 
le cui velocità di evoluzione sono rappresentate nella 
Fig. 6.15. Ognuna di esse ha una caratteristica veloci- 
tà di modificazione, nota come periodo unitario di 
evoluzione, che viene definita come il tempo neces- 
sario per modificare dell’1% la sequenza amminoaci- 
dica di una proteina dopo che due specie si sono se- 
parate. Per il citocromo c il periodo unitario di evo- 


dalla divergenza 


Algonchiano | 


si sono separate da un comune progenitore. Le barre verticali di erro- 
re indicano le differenze sperimentali nei dati di sequenza. La veloci- 
tà di evoluzione di ogni proteina, che è proporzionale alla pendenza 
della retta, è indicata di fianco ad ogni retta ed è espressa in periodo 
di evoluzione unitario. (Copyright © Irving Geis.) 


luzione è di 20,0 milioni di anni. Confrontiamo que- . 


sto valore con quello della proteina meno variante, 
l’istone H4 (600 milioni di anni), e con quello delle 
proteine più varianti, l’emoglobina (5,8 milioni di an- 
ni), e i fibrinopeptidi (1,1 milioni di anni). 
Queste informazioni non implicano però che le ve- 
locità delle mutazioni sul DNA che specifica per que- 
ste proteine siano diverse, ma piuttosto che la veloci- 
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tà con cui vengono accettate le mutazioni su una pro- 
teina dipende da come la variazione di amminoacido 
altera la sua funzione. Il citocromo c, per esempio, 
è una proteina piuttosto piccola che, per svolgere le 
sue funzioni biologiche, deve interagire con un gran 
numero di complessi proteici, mediante contatti con 
la sua area superficiale. Qualsiasi cambiamento mu- 
tazionale nel citocromo c con molta probabilità an- 
drà ad alterare queste interazioni a meno che con- 
temporaneamente i complessi proteici con cui il cito- 
cromo c interagisce non mutino anch'essi per ade- 
guarsi alla nuova situazione, cosa estremamente im- 
probabile in natura. Questo fatto spiega la stabilità 
evoluzionistica del citocromo c. L’istone H4 è una pro- 
teina che lega il DNA nei cromosomi di eucarioti (pa- 
ragrafo 33.1A). Il suo ruolo fondamentale nel com- 
pattamento degli archivi genetici lo rende evidente- 
mente intollerante a qualsiasi tipo di mutazione. L’i- 
stone H4 è così ben adattato alla sua funzione che 
gli istoni H4 dei piselli e del bue, specie che si sono 
separate 1,2 miliardi di anni fa, differiscono soltanto 
per due sostituzioni conservative sui 102 residui che 
compongono la molecola. L’emoglobina, come il cito- 
cromo c, è un’intricata macchina molecolare (para- 


. grafo 9.2). Essa agisce preferenzialmente come pro- 


teina solubile e libera e quindi i suoi gruppi superfi- 
ciali sono più tolleranti alle mutazioni di quelli del 
citocromo c (non nel caso dell’HbS; paragrafo 9.3B). 
Questo spiega la maggiore velocità di evoluzione del- 
l’emoglobina. I fibrinopeptidi sono polipeptidi di cir- 
ca 20 residui che si formano per proteolisi della pro- 
teina dei vertebrati fibrinogeno, quando quest’ulti- 
ma viene convertita in fibrina durante il processo 
di coagulazione del sangue (paragrafo 34.1A). Una 
volta staccati, i fibrinopeptidi vengono scartati e quin- 
di la pressione selettiva per mantenere costante la 
loro sequenza amminoacidica è relativamente bassa 
e la loro velocità di evoluzione è molto elevata. Se 
assumiamo che i fibrinopeptidi si siano evoluti ca- 
sualmente, i periodi unitari di evoluzione ci dicono 
che nell’emoglobina soltanto 1,1/5,8= 1/5 delle varia- 
zioni casuali di amminoacidi sono accettabili, cioè so- 
no innocue, mentre questa entità è pari a 1/18 nel 
citocromo c ed a 1/550 nell’istone H4. 


Le velocità di mutazione sono costanti 
nel tempo 


Le sostituzioni amminoacidiche in una protei- 
na derivano principalmente da modificazioni di una 
singola base nel gene che specifica la proteina (para- 
grafo 30.1). Se queste mutazioni puntiformi avven- 
gono come conseguenza di errori nel processo di re- 


Mammiferi Piante 


Figura 6.16 Albero filogenico che mostra il numero medio di diffe- 
renze amminoacidiche tra i citocromi c di mammiferi, di insetti e 


. delle piante. | mammiferi e gli insetti si sono differenziati dalle piante 


in ugual modo a causa del loro punto di ramificazione comune. (Fon- 
fe: DICKERSON, R.E. e TIMKOVITCH, R., in BovER, P.D., (curatore), The 
Enzymes, 3* ed., Vol. 11, p. 447, Academic Press, 1975.) 


plicazione del DNA, la velocità con cui una data pro- 
teina accumula le mutazioni dovrebbe essere costan- 
te rispetto al numero di generazioni. Se invece i pro- 
cessi mutazionali sono il risultato di degradazioni chi- 
miche casuali del DNA, la velocità delle mutazioni 
dovrebbe essere costante rispetto al tempo in assolu- 
to. Per scegliere tra queste due ipotesi, confrontiamo 
la velocità di divergenza del citocromo c negli insetti 
con quella osservata nei mammiferi. 

Gli insetti hanno tempi di generazione più corti 
rispetto ai mammiferi e quindi se la replicazione del 
DNA fosse la fonte principale di errori mutazionali, 
e dato che le linee degli insetti e dei mammiferi di- 
vergono, gli insetti si sarebbero dovuti evolvere più 
rapidamente rispetto alle piante di quanto abbiano 
fatto i mammiferi. Il semplice albero filogenetico ri- 
portato nella Fig. 6.16 dimostra che i numeri delle 
differenze amminoacidiche medie tra il citocromo c 
degli insetti e delle piante (45,2) è essenzialmente 
uguale a quello calcolato tra i mammiferi e le piante 
(45). Dobbiamo quindi concludere che il citocromo 
c accumula le mutazioni ad una velocità uniforme 
rispetto al tempo e non rispetto al numero di gene- 
razioni. Ciò implica che le mutazioni puntiformi nel 
DNA si accumulino ad una velocità costante nel tem- 
po e per effetto di modificazioni chimiche casuali piut- 
tosto che per errori nel processo replicativo. 


L’evoluzione delle proteine non è la base 
dell’evoluzione -degli organismi 


Anche se esiste un buon accordo tra gli alberi 
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Figura 6.17 Albero filogenetico della famiglia delle globine. I punti 
di ramificazione indicati dai cerchi rappresentano duplicazioni geni- 


che, mentre le biforcazioni non segnate sono divergenze di specie. : 


(Fonte: DIcKERSON, R.E. e Gris, 1., Hemoglobin, p. 82, Benjamin/Cum- 
mings, 1983.) 4 


filogenetici derivati dalle analisi delle somiglianze del- 
la sequenza amminoacidica e dalla tassonomia classi- 
ca, numerose prove suggeriscono che l’evoluzione del- 
la sequenza delle proteine non è l’unica o, per lo me- 
no, non la principale base di evoluzione degli orga- 
nismi. Per esempio, vi è più del 99% di omologia di 
sequenza tra le proteine corrispondenti dell’uomo e 
del suo parente più prossimo, lo scimpanzé (notate 
che i loro citocromi c sono identici). Questo grado 
di omologia è stato osservato anche tra specie corre- 
late di insetti e di mammiferi. Le differenze anato- 
miche e comportamentali che esistono tra l’uomo e 
lo scimpanzé sono così grandi da essere classificati 
in famiglie separate. Ciò suggerisce che la rapida di- 
vergenza tra l’uomo e lo scimpanzé sia dovuta ad 
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un numero relativamente piccolo di modificazioni mu- 
tazionali nei segmenti di DNA che controllano l’espres- 
sione dei geni, cioè di quei geni che controllano quan- . 
ta proteina deve essere sintetizzata, quando e dove. 
Questo tipo di mutazioni non modificano la sequen- 
za delle proteine, ma possono alterare le caratteristi 
che di un organismo. 5 


C. Evoluzione mediante duplicazione genica 


La maggior parte delle proteine presenta un’e- 
levata somiglianza nella sequenza amminoacidica con 
altre proteine presenti nello stesso organismo. Que- 
ste proteine sono il prodotto di una duplicazione 


genica, il risultato, si pensa, di un evento di ricom- 
binazione genica aberrante in cui un singolo cromo- 
soma acquista entrambe le copie del gene primor- 
diale in questione (il meccanismo della ricombina- 
zione genica è discusso nel paragrafo 31.6A). La du- 
plicazione genica è un meccanismo evolutivo partico- 
larmente efficace in quanto uno dei geni duplicati può 
andare incontro ad un’evoluzione verso nuove fun- 
zionalità mediante una selezione naturale, mentre il 
suo gene controparte può continuare a dirigere la sin- 
tesi della proteina progenitrice, presumibilmente es- 
senziale. 

La famiglia di proteine che raccoglie le globine, 
e che comprende sia le emoglobine che le mioglobi- 
ne, rappresenta un esempio di evoluzione mediante 
duplicazione genica. L’emoglobina trasporta l’ossige- 
no dai polmoni (oppure dalle branchie o dalla pelle) 
ai tessuti. La mioglobina, che è invece presente nei 
muscoli, facilita una diffusione rapida dell’ossigeno 
attraverso questi tessuti ed ha inoltre la funzione di 
conservare l’ossigeno. Le sequenze amminoacidiche 
delle subunità a e B dell’emoglobina (ricordate che 
l’emoglobina è un tetramero az e B2) e della mioglo- 
bina, un monomero, sono molto simili. 

L’albero filogenetico della famiglia delle globine in- 
dica che i suoi membri negli uomini derivano dalla 
seguente catena di eventi (Fig. 6.17). 


1. La globina primordiale funzionava come una pro- 
teina per la conservazione dell’ossigeno. Le globi- 
ne in alcuni invertebrati moderni presentano an- 
cora queste funzioni. Per esempio, il trattamento 
della lumaca Planorbis con CO (il legame di que- 
sto gas impedisce il legame dell’ossigeno alla glo- 
bina; paragrafo 9.1A) non ha effetti sul suo com- 
portamento in ambienti acquosi ben aerati, ma 
se la concentrazione di ossigeno è bassa, il Pla- 
norbis avvelenato diventa ancora più lento della 
lumaca normale. 

2. La duplicazione di un gene primordiale della glo- 
bina, avvenuta circa 1,1 miliardi di anni fa, ha 
permesso ai due geni prodotti di evolvere separa- 
tamente mediante una serie di mutazioni punti 
formi producendo una emoglobina monomerica 
con una affinità per l’ossigeno più bassa, proprie- 
tà necessaria per trasferire l’ossigeno alla mioglo- 
bina che stava nascendo. Questa emoglobina mo- 
nomerica è ancora presente nel sangue della lam- 
preda, un vertebrato primitivo che, sulla base 
dei reperti fossili, ha conservato per oltre 425 mi- 
lioni di anni la sua morfologia a forma di anguilla. 

3. La struttura tetramerica dell'emoglobina è una 
proprietà che ha aumentato in modo significativo 
la sua capacità di trasportare efficacemente l’ossi- 
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geno (paragrafo 9.2C). Questo fatto ci dice quali 
vantaggi sono derivati dall’evoluzione della cate- 
na £ mediante la duplicazione della catena a. 

4. I feti dei mammiferi ricavano l’ossigeno a loro 
necessario dalla circolazione materna. L’emoglo- 
bina fetale, un tetramero «273 in cui la catena 
y deriva da una duplicazione della catena 6, si 
è evoluta in modo da avere un’affinità per l’ossi- 
geno intermedia tra quella dell'emoglobina nor- 
male e quella della mioglobina. 

5. Gli embrioni umani, nelle prime otto settimane 
dopo il concepimento, sintetizzano una emoglo- 
bina %2e2, in cui le catene % ed e sono rispettiva- 
mente duplicazioni geniche delle catene a e £. 

6. Nei primati, la catena 8 ha subìto recentemente 
una duplicazione che ha portato alla comparsa del- 
la catena è. L’emoglobina «2$:, che rappresenta 
negli individui adulti normali circa l’1% dell’e- 
moglobina totale, non sembra possedere funzioni 
specifiche. Potrebbe forse svilupparne una in se- 
guito (il genoma umano contiene ancora le reli- 
quie di geni globinici che non sono più espressi; 
paragrafo 33.2F). 


La nostra discussione sulla famiglia delle globi- 
ne implica che l’evoluzione proteica mediante dupli- 
cazione genica porti alla formazione di proteine omo- 
loghe con proprietà strutturali e funzionali simili. Un 
altro esempio ben documentato di duplicazione ge- 
nica è rappresentato dalla famiglia delle endopepti- 
dasi che comprende la tripsina, la chimotripsina e 
l’elastasi. Questi enzimi digestivi omologhi, secreti 
dal pancreas nell’intestino tenue, hanno proprietà 
molto simili e si differenziano invece nella specifici- 
tà per le catene laterali amminoacidiche (Tabella 6.2). 
Esamineremo come variazioni strutturali si rifletto- 
no in queste variazioni funzionali nel paragrafo 14.3B. 
Presi individualmente, questi tre enzimi hanno ca- 
pacità limitate nel degradare le proteine ma, presi 
nel loro insieme, formano un sistema digestivo mol- 
to potente. 

Occasionalmente è possibile scoprire che proteine 
con funzioni apparentemente non correlate, lo so- 
no invece da un punto di vista evoluzionistico. Il li- 
sozima, per esempio, è un enzima che catalizza l’i- 
drolisi delle componenti polisaccaridiche della pare- 
te cellulare batterica (paragrafo 14.2). La proteina 
a-lattalbumina, che rappresenta circa il 15% delle 
proteine del latte, è una subunità dell’enzima latto- 
sio sintasi che forma il disaccaride lattosio (zuc- 
chero del latte) dai suoi componenti monosaccaridici 
(paragrafo 21.3A). Indipendentemente dalle diverse 
funzioni fisiologiche, il lisozima e l’a-lattalbumina 
hanno un’omologia strutturale di circa il 40%; è stato 
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stabilito che essi si sono differenziati, dopo una du- 
plicazione genica, circa 300 milioni di anni fa, al tem- 
po in cui i mammiferi si separarono dai rettili. L’uni- 
ca indicazione funzionale che ricorda un’origine co- 
mune delle due proteine è data dal fatto che entram- 
be partecipano a reazioni che coinvolgono carboidrati. 

Come abbiamo stabilito in precedenza e come ve- 
dremo in dettaglio nel paragrafo 8.1, la struttura 
tridimensionale di una proteina, e quindi la sua fun- 
zione, è dettata dalla sua sequenza amminoacidica. 
Molte delle proteine che sono state sequenziate sono 
più o meno simili ad altre proteine conosciute. Sem- 
bra quindi probabile che la miriade di proteine pre- 
senti in un dato organismo si sia formata mediante 
duplicazione genica. 

Ciò suggerisce che la comparsa di una proteina con 
una nuova sequenza ed una nuova funzione sia un 
evento estremamente raro in biologia. 


4. SINTESI DEI POLIPEPTIDI 


In questa sezione vedremo la sintesi chimica 
dei polipeptidi a partire dagli amminoacidi. La possi- 
bilità di fabbricare polipeptidi non disponibili in na- 
tura ha un enorme potenziale biomedico: 


1. Per studiare le proprietà dei polipeptidi variando 
sistematicamente le loro catene laterali. 

2. Per ottenere polipeptidi con proprietà uniche. 

3. Per fabbricare polipeptidi farmacologicamente at- 
tivi, poco rappresentati o addirittura assenti nel 
mondo biologico. 


Una delle applicazioni più promettenti della sintesi 
dei polipeptidi è la produzione dei vaccini sintetici. 
I vaccini, che sono costituiti da virus «uccisi» (inatti- 
vati) oppure attenuati «vivi», ma mutati in modo da 
non proliferare negli uomini) stimolano il sistema im- 
munitario a sintetizzare anticorpi specificamente di- 
retti contro questi virus, conferendo di conseguenza 
l'immunità all'organismo (la risposta immunitaria sa- 
rà discussa nel paragrafo 34.2A). 

L’uso di questi vaccini non è però senza rischi; i 
virus attenuati, per esempio, possono mutare in una 
forma di nuovo virulenta ed i vaccini con virus «uc- 
cisi» hanno causato più di una volta ugualmente la 
malattia, in quanto contenevano forme virali ancora 
«vive». Inoltre, è difficile coltivare grandi quantità 
di virus per produrre le quantità necessarie di vacci- 
ni. Questi problemi potrebbero essere eliminati pro- 
ducendo vaccini da polipeptidi sintetici che abbiano 
la sequenza amminoacidica dei determinanti antige- 
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nici dei virus (gruppi molecolari che stimolano il si- 
stema immunitario a sintetizzare anticorpi contro di 
essi). Alcuni di questi vaccini sintetici sono già di am- 
pio uso generale. 

I primi polipeptidi ad essere sintetizzati chimica- 
mente erano composti da un solo tipo di amminoaci- 
do e sono quindi noti come omopolipeptidi. Questi 


composti, come la poliglicina, la poliserina e la po-. 


lilisina, sono facilmente sintetizzati con i metodi clas- 
sici della chimica dei polimeri. Essi sono serviti come 
utili modelli di studio per investigare le proprietà 
chimico-fisiche dei polipeptidi, come ad esempio il 
comportamento conformazionale e le loro interazio- 
ni con l’ambiente acquoso. 

La prima sintesi chimica di un polipeptide biologi- 
camente attivo è stata quella dell'ormone nonapepti- 
dico (nove amminoacidi) ossitocina, nel 1953, da par- 
te di Vincent du Vigneaud. 


S-S_ 
Gly — Leu— Pro — Cys — Asn — Gln — IÎle— Tyr — Cys 


Ossitocina 


Successivi miglioramenti nelle metodologie di sintesi 
dei polipeptidi hanno portato alla produzione di nu- 
merosi polipeptidi biologicamente attivi e di alcune 
proteine. 


A. Procedimenti di sintesi 


[208 ]I polipeptidi vengono sintetizzati legando co- 
valentemente gli amminoacidi, uno dopo l’altro, al- 
l'estremità di una catena polipeptidica nascente. Im- 
maginate che un polipeptide venga sintetizzato a par- 
tire dal suo C-terminale verso il suo N-terminale, cioè 
che la catena nascente finisca con un gruppo ammi- 
nico libero. Allora ciascun amminoacido che viene 
aggiunto alla catena deve avere il suo gruppo 
a-amminico protetto (bloccato) altrimenti potrebbe 
reagire con altre molecole simili invece che con il 
gruppo amminico N-terminale della catena. Una vol 
ta che l’amminoacido è legato covalentemente, il suo 
gruppo N-terminale deve essere deprotetto (sblocca- 
to), in modo che si possa poi formare un altro lega- 
me peptidico. Ogni ciclo di aggiunta di un amminoa- 
cido quindi richiede una tappa di accoppiamento (for- 
mazione del legame covalente) e una tappa di rimo- 
zione del blocco. Anche le catene laterali reattive de- 
vono essere bloccate per impedire la loro partecipa- 
zione alle reazioni di accoppiamento e quindi devo- 
no essere sbloccate nella tappa finale della sintesi. 


È Rimozione del blocco 


“{ del blocco dalla 
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Figura 6.18 Diagramma di flusso per la sintesi di un polipeptide me- 
diante il metodo in fase solida. Il simbolo M rappresenta il residuo 
amminoacidico che deve essere aggiunto al polipeptide (M} è il pri- 
mo residuo, M, il secondo e così via), S è il gruppo che protegge 
la catena laterale del residuo ed Y è il gruppo che protegge la catena 
principale. Le reazioni specifiche sono discusse nel testo. (Fonte: ErIK- 
son, B.W. e MERRIFIELD, R.B., in NEURATH, H. e Hit, R.L., (curatori), 
The Proteins, 3? ed., Vol. 2, p. 259, Academic Press, 1979.) 


oct 
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Le reazioni che sono state utilizzate per la sintesi 
di polipeptidi come l’ossitocina avvenivano comple- 
tamente in soluzione. Le perdite che si avevano du- 
rante l’isolamento e la purificazione del prodotto di 
reazione in ognuna delle tappe portavano ad una re- 
sa molto bassa di polipeptide finale. Questa difficoltà 
è stata superata nel 1962 da Bruce Merrifield mediante 
lo sviluppo della sintesi in fase solida. In questo 
metodo, una catena polipeptidica viene ancorata co- 
valentemente, di solito mediante il suo C-terminale, 
ad un supporto solido insolubile come per esempio 
palline di polistirene (Fig. 5.8a); gli amminoacidi bloc- 
cati in modo appropriato ed i vari reagenti vengono 
poi aggiunti nella giusta sequenza (Fig. 6.18). Questo 
consente il recupero quantitativo e la purificazione 
di prodotti intermedi semplicemente filtrando e la- 
vando le palline. Quando le catene polipeptidiche ven- 
gono sintetizzate mediante addizione di amminoaci- 
di ai loro N-terminali (direzione opposta a quella del- 
la biosintesi delle proteine; paragrafo 30.38), il grup- 
po a-amminico di ogni amminoacido aggiunto in se- 
quenza deve essere chimicamente protetto durante 
la reazione di accoppiamento. Per questo scopo vie- 
ne frequentemente usato il gruppo ter-butilossicar- 
bonile (Boc). 


(9) R lo) 
Il Î VA 
(CHg)3C—O0_C—_C1 + SSA 


t-butilossicarbonil cloruro o-amminoacido 


(0) R lo) 
Il | ll 
(CHg)s3C—-0—-C-NH_-CH_C 


Boc-amminoacido 


La sintesi dei polipeptidi procede quindi a tappe se- 
quenziali. 


Ancoraggio della catena al supporto inerte 


La prima tappa di una sintesi polipeptidica in 
fase solida è l’accoppiamento dell’amminoacido 
C-terminale ad un supporto solido. Il supporto solido 
più comunemente usato è una resina in polistirene 
con gruppi clorometilici ad essa legati e sporgenti. 
L’accoppiamento alla resina avviene mediante la se- 
guente reazione: 
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(0) R ; 
I Î Vai CICHa 
(CHg}3C—0—C_NH—CH_C + 
ì ‘oH Supporto 
inerte 


Boc-amminoacido 


Resina 


o R_0 
(CH3)3C—0—C—NH—CH—C—0-—CHy 


O 


+ ta 
+ EtgNHCI 


e la risultante resina con legato l’a-amminoacido vie- 
ne filtrata e lavata. Il gruppo amminico viene quindi 
sbloccato mediante trattamento con un: acido anidro, 
come l’acido trifluoroacetico al 50% in dicloro meta- 
no che lascia intatto il legame alchilbenzil estere con 
la resina di supporto. 


T_T È 
Ì 
(CH3)3C—O—C-NH— CH_-CT-0 —CHa 


Boc-amminoacido O 


| CF3C00H in CH2Clo 


Ù TÈ 
(CH3),C=CHp + c + NHy—CH—C—0— CH 


Isobutilene 


Accoppiamento degli amminoacidi 


La reazione che accoppia due amminoacidi at- 
traverso un legame peptidico è endoergonica e quin- 
di deve essere attivata perché si ottengano rese si- 
gnificative. L’agente attivante più usato è il dicicloe- 
silcarbodiimmide (DCC): 


TOTI 


i.) Ro O 

Il 74 i] 

(CH3);C_—0—C_NH_-CH- Lt + Cc 

OH L 

Boc-amminoacido î 
Dicicloesil- i 
carbodiimmide . 

(CO) 


d__Pi di 
(CHg)}C-0-C—NH—CH_-CT_-0—-C 
I 

NH 

Intermedio-0-acilurea O 
R (e) 
PO 


H,N-—CH-C—0—CH;) 


î i I 
(CH3);C-0—CT—0—N—C—C-N—CT—CT—0—CH, 
H H H H 


Dipeptidil-resina ® 


i 
(0) 
Il 

NE-C-NE 


N-N’-dicicloesilurea 


L’intermedio O-acilurea che si forma dalla reazione 
del DCC con il gruppo carbossilico di a-amminoacido 
protetto con il gruppo Boc, reagisce facilmente con 
l’a-amminoacido legato alla resina, formando il lega- 
me peptidico desiderato con una resa elevata. Dalle 


Amminoacido legato alla resina 


ME 
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o i 
v-c-0-08: (O) 


Ò (Cioni 
(CHg);C—0—C—NH—CH—C00H 


N-Boc, N°-benzilossicarbonil-Lys 


men, 


n 
(CH;);C—0—C—NH—CH—C00H 


Boc, S-Cys 


successive alternanze delle reazioni di rimozione del 
blocco e di accoppiamento si può sintetizzare un po- 
lipeptide con una data sequenza amminoacidica. La 
natura ripetitiva di queste operazioni ha permesso 
di automatizzare facilmente il metodo di sintesi in 
fase solida. 

Durante la sintesi peptidica anche molte delle cate- 
ne laterali devono essere protette per impedire una 
loro reazione con l’agente accoppiante. Nonostante 
vi siano diversi gruppi in grado di svolgere questa 
funzione, il gruppo benzilico resta quello più usato 
(Fig. 6.19). i 


Rilascio del polipeptide dalla resina 


La tappa finale della sintesi polipeptidica in fa- 
se solida è il distacco del polipeptide dal supporto 
solido. Il legame benzil estere tra il C-terminale del 
polipeptide e la resina di supporto può essere scisso 
dal trattamento con HF liquido: 


o) RO RO RO 
Il OH II II 
(CHg);COC-N-— C-C— «+ +-—N-C—C-N-C—-C0—CHy 
H H HH HH 


+ FCHy 
\ 
MO 


Il DET: 
(CH3)C=CH3 + o HF liquido 
(6) 
R, 0 Ro 0 R lo) 
SIE 15 (7 
HiN—C—CT— «-- N-C—CTN—C—C 
H H H H H 


AO) 


a 
(CHg);}C—0—C—NH_-CH—C00H 


N-Boc-Glu, y-benzil estere 


pan) 
CHo 


(0) 
Il oa 
(CH3),C—O0—C—NH —CH—C00H 


Boc, O-benzil-Ser 


Figura 6.19 Alcuni amminoacidi con le catene laterali protette dal 
gruppo benzile e il gruppo e-amminico protetto da un gruppo Boc. 
Questi composti vengono usati nelle reazioni di accoppiamento per 
la formazione del legame peptidico. 


Anche il gruppo Boc legato al gruppo N-terminale 
del polipeptide, come i gruppi benzilici che proteg- 
gono le catene laterali, vengono rimossi da questo 
trattamento. 


B. Problemi e prospettive 


Le tappe descritte prima sembrano abbastan- 
za semplici, anche se non proprio come noi credia- 
mo. La difficoltà maggiore nell’intero procedimento 
è la sua bassa resa finale. Esaminiamo i motivi di 
questa bassa resa. Sintetizzare una catena polipepti- 
dica con n legami peptidici richiede almeno 2n tap- 
pe di reazione — una per l’accoppiamento e una per 
la rimozione del blocco per ogni residuo. Se un poli- 
peptide delle dimensioni di una proteina deve esse- 
re sintetizzato con una resa ragionevole,-ogni tappa 
di reazione deve essere essenzialmente quantitativa; 
qualsiasi punto percentuale in meno riduce fortemen- 
te la resa del prodotto finale. Per esempio, nella sin- 
tesi di una catena polipeptidica di 101 residui in cui 
ciascuna tappa di reazione avviene con una resa del 
98% (da considerarsi più che ottima dal punto di vi- 
sta chimico), attraverso le duecento tappe di reazio- 
ne necessarie si ha una resa finale di solo 
0,9820 x 100=2%. Quindi, nonostante gli oligopepti- 
di possano ora essere facilmente sintetizzati, la sinte- 
si di grandi polipeptidi necessita di una estrema at- 
tenzione per i dettagli chimici. 

Un ulteriore problema sta nel fatto che il polipepti- 
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de sintetico appena liberato deve essere purificato. 
Questo è in genere abbastanza difficoltoso poiché le 
reazioni incomplete, come le numerose reazioni a bas- 
sa resa ad ogni stadio della sintesi in fase solida, por- 
tano alla formazione di un gran numero di prodotti 
molto simili al polipeptide finale. Il recente sviluppo 
di tecniche di HPLC in fase inversa (paragrafo 5.3E) 
ha comunque facilitato questo processo. 

Usando la tecnica in fase solida automatizzata, Mer- 
rifield e i suoi collaboratori hanno sintetizzato in 27 
ore l’ormone nonapeptide bradichinina con una re- 
sa dell’85%. 


Arg — Pro— Pro Gly — Phe — Ser — Pro— Phe— Arg 
Bradichinina 


Essi hanno anche sintetizzato l'enzima del pancreas 
bovino ribonucleasi A (RNasi A) di 124 residui che 
dopo la purificazione e la rinaturazione (ripresa del- 
la conformazione nativa; paragrafo 8.14) aveva il 78% 
dell’attività specifica dell’enzima prodotto biologica- 
mente. Questi risultati sono insolitamente buoni. Forse 
più tipica è la sintesi in fase solida dell’enzima lisozi- 
ma di albume di uovo contenente 129 residui che 
ha solo dal 4 al 6% dell’attività specifica dell'enzima 
prodotto biosinteticamente. Anche se non sono stati 
fatti progressi sostanziali nel miglioramento della resa 
e della purezza del prodotto finale, i metodi di sinte- 
si sono oggi utilizzati principalmente per la sintesi 
di polipeptidi con meno di circa 50 residui. Comun- 
que una strategia ibrida messa a punto solo di recen- 
te, in cui alcuni segmenti peptidici sintetizzati in fa- 
se solida vengono uniti direttamente in soluzione, ha 
dato risultati incoraggianti nella sintesi di polipepti- 
di da 50 a 150 residui. 

Recenti miglioramenti apportati alla tecnica della 
sintesi in fase solida hanno reso possibile produrre 
piccole proteine (circa 100 amminoacidi) che, dopo 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


La tappa iniziale nella determinazione della se- 
quenza amminoacidica di una proteina è quella di 
stabilire il suo contenuto in catene polipeptidiche chi- 
micamente diverse mediante l’analisi dei gruppi ter- 
minali. Vengono quindi rotti i ponti disolfuro della 
proteina e viene determinata la sua composizione in 
amminoacidi. In seguito, le catene polipeptidiche pu- 
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normali procedure di purificazione, erano apparen- 
temente omogenee e avevano un’attività biologica cor- 
retta. Per esempio, la proteasi HIV-1 di 99 residui 
è stata sintetizzata chimicamente, purificata, ripie- 
gata, cristallizzata ed è stata determinata la sua strut- 
tura ai raggi X ad una risoluzione di 2,8 À. 


Proteine modificate possono essere ottenute 
dalla semisintesi proteica o da tecniche 
di ingegneria genetica 


Le difficoltà nel produrre proteine specificamen- 
te modificate sono parzialmente superate mediante 
la semisintesi proteica in cui segmenti di proteine 
che si trovano in natura sono usati per costruire nuo- 
ve proteine. La proteina nativa viene frammentata 
mediante rottura specifica (paragrafo 6.1E) e i poli- 
peptidi prodotti vengono separati e purificati. Ven- 
gono poi modificati residui specifici mediante l’uso 
di reagenti gruppo-specifici oppure un segmento po- 
lipeptidico può essere interamente sintetizzato me- 
diante i metodi descritti prima. La proteina modifi- 
cata viene quindi ricostruita legando insieme i suoi 
componenti polipeptidici. 

A partire dai primi anni ’80, le manipolazioni ge- 
netiche hanno consentito la biosintesi di proteine con 
uno o più residui amminoacidici diversi da quelli pre- 
senti nella proteina nativa. Questi metodi di «inge- 
gneria genetica» sono ormai abituali per la produzio- 
ne di grandi quantità di proteine specificamente al- 
terate per scopi medici, industriali e agricoli. Discu- 
teremo più ampiamente questi metodi nel paragrafo 


28.8. Comunque i polipeptidi che contengono resi- - 


dui amminoacidici «non standard», oppure legami non 
amminoacidici, devono essere prodotti sinteticamen- 
te o semisinteticamente poiché i peptidi prodotti bio- 
logicamente sono costituiti solo dai venti amminoaci- 
di «standard». 


rificate vengono rotte specificamente mediante meto- 
di enzimatici o chimici in peptidi più piccoli che sono 
poi separati, purificati e sequenziati mediante la de- 
gradazione di Edman (automatizzata). Ripetendo que- 
sta procedura, avendo l’accortezza di usare un siste- 
ma di rottura diverso, si generano peptidi con sovrap- 
posizioni nelle loro sequenze amminoacidiche rispet- 
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to a quelle dei frammenti peptidici ottenuti con la pri- 
ma tecnica. Confrontando le sequenze delle due serie 
di frammenti è possibile ricostruire il loro ordine e 
quindi la sequenza della proteina originale. La deter- 
minazione della struttura primaria viene completata 
stabilendo la posizione dei ponti disolfuro. A questo 
scopo è necessario degradare la proteina con i ponti 
disolfuro intatti. Sequenziando quindi le coppie di pep- 
tidi legati da ponti disolfuro è possibile dedurre la 
loro posizione nella proteina nativa. Una volta deter- 
minata la struttura primaria di una proteina, diven- 
ta facile individuare piccole variazioni che possono 
essere originate da mutazioni o modificazioni chimi- 
che mediante le analisi delle mappe peptidiche. 

L’inattivazione di una proteina per trattamento con 
reagenti gruppo-specifici può servire ad identificare 
i suoi residui essenziali. I residui presenti nel sito at- 
tivo di un enzima possono essere insolitamente reat- 
tivi. 

L’anemia a cellule falciformi è una malattia mole- 
colare che colpisce individui omozigoti per un gene 
che codifica una catena 8 dell’emoglobina alterata. 
L’analisi con il fingerprint, prima, e della sequenza, 
poi, hanno identificato l’alterazione esistente in que- 
sta catena polipeptidica che dipende da una mutazio- 
ne puntiforme che porta alla sostituzione del residuo 
GluB6 con un residuo di Val. Nello stato eterozigote, 
il tratto dell’anemia a cellule falciformi conferisce re- 
sistenza alla malaria senza causare effetti deleteri. 
Ciò spiega l’elevata incidenza di questo gene nelle po- 
polazioni che vivono in regioni infestate dalla malaria. 

Il citocromo c isolato da molte specie eucariotiche 
contiene nella sua sequenza amminoacidica molti re- 
sidui invarianti o sostituiti in modo conservativo. Que- 
sta proteina è quindi ben adattata alle sue funzioni. 
Le differenze amminoacidiche presenti nella sequen- 
za dei vari citocromi c hanno permesso di costruire 
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215 
Nota: La composizione in amminoacidi dei polipeptidi con 
sequenze sconosciute sono scritte tra parentesi con virgole 
che separano le abbreviazioni di ogni amminoacido; ad 
esempio: (Gly, Tyr, Val). Le sequenze amminoacidiche no- 
te vengono scritte con le abbreviazioni degli amminoacidi 
in ordine e separate da un trattino (ad esempio, Tyr-Val- 
Gly). 


1. Stabilite i punti di rottura nei seguenti polipeptidi 
ad opera degli agenti indicati. 

(a) Ser-Ala-Phe-Lys-Pro da chimotripsina 

(b) Thr-Cys-Gly-Met-Asn da NCBr 

(c) Leu-Arg-Gly-Asp da carbossipeptidasi A 
(d) Gly-Phe-Trp-Pro-Phe-Arg da termolisina 

(e) Val-Trp-Lys-Pro-Arg-Glu da tripsina 


2. Una proteina viene sottoposta ad analisi dei gruppi 
terminali con dansil cloruro. Gli amminoacidi dansi- 
lati liberati sono presenti in un rapporto molare di 
due parti di Ser ed una parte di Ala. Quali conclusio- 
ni si possono trarre sulla natura della proteina? 


3. Una proteina viene sottoposta alla degradazione da 
carbossipeptidasi B. In un tempo molto breve vengo- 
no liberati Arg e Lys, dopo di che non si osservano 
altre variazioni. Quali di queste informazioni sono 
indicative della struttura primaria della proteina? 


4. Considerate il seguente polipeptide: 
Asp-Trp-Val-Arg-Asn-Ser-Phe-Cys-Gln-Gly-Pro-Tyr- 
Met 
(a) Quali amminoacidi verranno liberati dopo idroli- 
si acida completa? 

(b) Quali amminoacidi verranno liberati dopo idroli- 
si alcalina completa? 


5. Prima dell’avvento della degradazione di Edman, la 
struttura primaria delle proteine veniva determina- 
ta attraverso l’uso dell’idrolisi acida parziale. Gli oli- 
gopeptidi risultanti venivano separati e poi determi- 


nata la loro composizione in amminoacidi. Conside- 


riamo un polipeptide con la composizione in ammi- 
noacidi di (Ala, Asp, Cys, Leu, Lys, Phe, Pro, Serz, 
Trpp). Il trattamento con carbossipeptidasi A rilascia- 
va soltanto Leu. Dall’idrolisi acida parziale furono 
ottenuti gli oligopeptidi con la seguente composizione: 


(Ala, Lys) (Ala, Ser2) (Cys, Leu) 
(Ala, Lys, Trp) (Ala, Trp) {Cys, Leu, Pro) 
(Ala, Pro) (Asp, Lys, Phe) (Phe, Ser, Trp) 


(Ala, Pro, Ser) 
(Sera, Trp) 
Determinate la sequenza amminoacidica del polipep- 
tide. 


(Asp, Phe) (Ser, Trp) 


*6. Un polipeptide viene sottoposto alle seguenti tecni- 
che degradative formando i frammenti peptidici con 
le sequenze amminoacidiche indicate. Qual è la se- 
quenza amminoacidica del polipeptide intero? 
I. Trattamento con bromuro di cianogeno: 

(1) Asp-Ile-Lys-Gln-Met 

(2) Lys 

(3) Lys-Phe-Ala-Met 

(4) Tyr-Arg-Gly-Met 


II. Idrolisi con tripsina 
(5) Gln-Met-Lys 
(6) Gly-Met-Asp-Ile-Lys 
(7) Phe-Ala-Met-Lys 
(8) Tyr-Arg 


7. Il trattamento di un polipeptide con ditiotreitolo ge- 
nera due polipeptidi che hanno la seguente sequen- 
. za amminoacidica: 

(1) Ala-Phe-Cys-Met-Tyr-Cys-Leu-Trp-Cys-Asn 

(2) Val-Cys-Trp-Val-Ile-Phe-Gly-Cys-Lys 
La chimotripsina catalizza l’idrolisi del polipeptide 
intatto generando peptidi con la seguente composi- 
zione in amminoacidi: 

(3) (Ala, Phe) 

(4) (Asn, Cysa, Met, Tyr) 


UIL 
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(5) (Cys, Gly, Lys) (4) (Val) St ru tt 
(6) (Cys2, Leu, Trpz, Val) II. Trattamento con dansil cloruro seguito da idrolisi U [ © 
(7) (le, Phe, Val) acida: è : ; x 
Stabilite la posizione dei ponti disolfuro nel polipep- (2) (Dansil-Pro) { d | 
tide originale. III. Tripsina seguita da degradazione di Edman dei r | | m e Nn S | O n a | 
: i î È frammenti separati: 
*8. I seguenti trattamenti operati su un polipeptide pro- . 
5 Rab F A Gly-L 
ducono gli effetti riportati sotto. Qual è la struttura a; ua di È Ù e © D rote ] Nn © 
primaria del polipeptide? (5) Pro-Gly-Ala-Arg 
I. Idrolisi acida: 
(1) (Arg, Asx, Cyse, Gly, Ile, Leu, Lys, Met, Phe (rRerAse 
Pro Ser) ? s A i . i ” (a) Cercate di ottenere il maggior numero di infor- 
î sean . nia ; 
Il. Degradazione di Edman (un ciclo): mazioni sulla sequenza amminoacidica del polipep- 
tide. (b) Tenendo presente le condizioni di scarsa ope- 
(2) Leu P pi 
(3) Ser ratività del vostro sequenziatore, quale altra tecnica 
II. Carbossipeptidasi A (per il tempo sufficiente a Li. PE e pr ae Le proprietà di una proteina dipendono in gran 
rimuovere un residuo per catena) erminazione della sequenza del polipeptide? È. Sbuticra accada parte dalla sua struttura tridimensionale. Si può su- 
(4) (Asp) 11. I resti disidratati di un uccello preistorico «dodo» in A. Il gruppo peptidico perficialmente supporre che, essendo le proteine com- 
IV. Ditioeritritolo + acido iodoacetico seguito da idro- uno stato di conservazione relativamente buono so- Bi stà dlicsidali poste dagli stessi venti amminoacidi, le loro proprie- 
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(5) (Arg, Ser) Avete ricevuto una delle sue zampe per studi bio- di è uni (non ripiegate) hanno invece caratteristiche simili, una 
(6) (Asp, Met) chimici e avete ottenuto la sequenza del suo citocro- FMI POR EPEHAVE specie di media omogenea delle proprietà delle cate- 
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, celli, compreso odo, sono riportate sotto. . DI . linavvrolei e sa ; , ; 
V. Ditioeritritolo + 2-bromoetilammina seguito da Pollo, tacchino 0° Nea censo sica È 8 Lis dla i H Sa ei 
idrolisi con tripsina: Pinguino 20 B. Fibroina della seta, una struttura 6 di P n i n a dmn a . a Ap ia ed ha quin- 
(9) (Arg, Ser) Piccione 440 C. Collageno, una fune a tripla elica "a P < Nena RE ” 
(10) (Asp, Met) F hi . di gare n questo capitolo vedremo le caratteristiche strut- 
11) (Cy) asa) cispirao ST D. Elastina, un ripiegamento non ripetitivo turali delle proteine, le forze che le tengono insieme 
y Dodo 44230 ? i) 
(12) (Cys, Gly, Leu) (a) A quali altri uccelli appare correlato il dodo? (b) 3. Proteine globulari 5 la loro organizzazione gerar chica nella formazione 
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9. Un polipeptide è stato sottoposto ai seguenti tratta- sta classificazione è ragionevole? e 
menti con i risultati riportati sotto. Qual è la sua strut- D. Ponti disolfuro 
tura primaria? 13. La malattia ereditaria 8-talassemia è frequente nelle E. Denaturazione delle proteine 
I Idrolisi acida: popolazioni che vivono sulle coste del Mediterraneo 
(1) (Ala, Arg, Cys, Glx, Gly, Lys, Leu, Met, Phe, Thr) e in quelle regioni dell’Asia in cui è prevalente la mala- 5. Struttura quaternaria 1. STRUTTURA SECONDARIA 
II. Amminopeptidasi M: ria (Fig. 6.13). La malattia è caratterizzata da una di- A. Interazioni tra subunità a i 
(2) Nessun frammento. minuzione della velocità di sintesi della catena 8 del- B. Simmetria nelle proteine La struttura secondaria (struttura Il) di un 
II. Carbossipeptidasi A+ carbossipeptidasi B: l’emoglobina. Gli eterozigoti per il gene della S-talas- C. Determinazione della composizione in subunità polimero viene definita come la conformazione loca- 
(3) Nessun frammento. semia, forma detta anche talassemia minor, presen- ARA ANA le del suo scheletro polipeptidico. Per una proteina, 
IV. Tripsina seguita dalla degradazione di Edman dei tano sintomi relativamente blandi. Gli omozigoti per ie ciò dipende dall’aspetto assunto dal ripiegamento re- 
prodotti separati: questo gene, invece, soffrono della cosiddetta anemia Appendice: Immagini stereoscopiche golare dello scheletro polipeptidico: le eliche, i fo- 
(4) Cys-Gly-Leu-Phe-Arg di Cooley oppure talassemia major; essi di solito x glietti ripiegati ed i cambiamenti di direzione (ripie- 
(5) Thr-Ala-Met-Gln-Lys non sopravvivono oltre la pubertà. Circa l'1% dei bam- si gamenti inversi). Prima di iniziare la nostra discus- 
; x a dizi Jla siunel bini nati in regioni malariche presenti sulle coste del “ione sui molivi strutturali di base dell tei 
10. Mentre PER a so ta Si nella Lan a Mediterraneo sono colpiti dall’anemia di Cooley. Per- ii i i Ù È ase de Spiro eine, ve- 
amazzonica, isolate un polipeptide che sospettate es- dé poesie sisuorte che nieso Sue si Arsa amo quali sono le proprietà geometriche del srup- 
ormone della crescita per una nuova specie P PP q & P tidi 
AA PES P lente in queste regioni? Illustrate la vostra risposta. po peptdico, in quanto questo rappresenta un pre- 
di ragno gigante. Sfortunatamente il vostro sequen- i 0) i requisito essenziale per la definizione di qualsiasi 
ziatore portatile è guasto e si rifiuta di eseguire se- 14. Le piante leguminose sintetizzano una globina mo- 


quenze più lunghe di quattro residui amminoacidici 
consecutivi. Con la vostra perseveranza, riuscite 
ugualmente ad ottenere i seguenti dati: 

I. Idrazinolisi: 


nomerica capace di legare l’ossigeno nota come le- 
ghemoglobina. Costruite un albero filogenetico (Fig. 
6.17) delle globine ed inserite nella posizione corret- 
ta la leghemoglobina. 


* struttura che lo contenga. 
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A. Il gruppo peptidico 


Negli anni dal ’30 al °40, Linus Pauling e Ro- 
bert Corey determinarono la struttura ai raggi X di 
diversi amminoacidi e dipeptidi con lo scopo di iden- 
tificare le costrizioni strutturali che agiscono sulle 
conformazioni delle catene polipeptidiche. Questi stu- 
di hanno stabilito che il gruppo peptidico ha una strut- 
tura rigida e planare (Fig. 7.1) che, come suggerì Pau- 
ling, è una conseguenza delle interazioni di risonan- 
za che conferiscono al legame peptidico circa un 40% 
del carattere di legame doppio: 


(0) 
Il 
Sur ana 
I 
H 


Questa ipotesi è confermata dall’osservazione che un 
legame peptidico C-N è 0,14 A più corto del legame 
singolo N—C, presente nel gruppo e che il suo lega- 
me C=0 è 0,02 À più lungo di quello presente nelle 
aldeidi e nei chetoni. L'energia di risonanza del lega- 
me peptidico ha un suo valore massimo, circa 
85 kJ- mol-!, quando il gruppo peptidico è planare, 
in quanto in questa conformazione diventa massima 
la sovrapposizione dei legami 7. Questa sovrapposi- 
zione e quindi l’energia di risonanza cadono a zero 
quando il legame viene ruotato di 909; ciò spiega la 
rigidità del gruppo peptidico planare. sn 

I gruppi peptidici assumono, con poche eccezioni, 
la conformazione trans, cioè quella in cui gli atomi 
di carbonio a sono sui lati opposti del legame peptidi- 
co che li tiene uniti (Fig. 7.1). Questo è in parte il 
risultato di una interferenza sterica che porta la con- 
formazione cis (Fig. 7.2) ad essere circa 8 kJ- mol"! 
meno stabile della conformazione trans (questa dif- 
ferenza energetica è in qualche caso minore nei le- 
gami peptidici seguiti da un residuo di Pro; quindi 
la Pro precede la maggior parte dei pochi legami pep- 
tidici cis presenti nelle proteine). 


Catena 
principale © 


123,5° Legame 
peptidico 


Gruppo peptidico trans 


Figura 7.1 Dimensioni standard (in angstrom, A, ein gradi, °C) del 
gruppo peptidico trans planare derivate dalla media dei risultati di 
determinazioni della struttura di cristalli di amminoacidi e peptidi 
ai raggi X. (Fonte: MARSH, R.E. e DONOHUE, |., Adv. Protein Chem., 
22, p. 249)) 


Piano 
dell’amide 


Legame 
peptidico 


Gruppo peptidico cis 


Figura 7.2 Il gruppo peptidico cis. 


Figura 7.3 Catena polipeptidica nella sua conformazione estesa che 
mostra la planarietà di ognuno dei suoi gruppi peptidici. (Copyright 
© Irving Geis.) 
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Le conformazioni dello scheletro polipeptidico 
possono essere descritte 
dai loro angoli di torsione 


Le considerazioni fatte sopra sono importanti 
in quanto indicano che lo scheletro di una proteina 
è una sequenza di gruppi peptidici planari e rigidi 
legati tra loro (Fig. 7.3). Possiamo quindi specificare 
la conformazione dello scheletro polipeptidico in ba- 
se agli angoli di torsione (angoli di rotazione) in- 
torno al legame C,—N (6) e al legame CC (Y) di 
ognuno dei suoi residui amminoacidici. Questi ango- 
li $ e yY hanno un valore di 180° quando la catena 
polipeptidica è nella conformazione planare e com- 
pletamente estesa (tutto-trans) e tendono ad aumen- 
tare in seguito ad una rotazione nella direzione delle 
lancette dell’orologio, se osservato dal C, (Fig. 7.4). 
(Nella letteratura precedente questa conformazione 
completamente estesa era definita da angoli $ e Y 
pari a zero. Questi valori possono essere fatti corri- 
spondere a quelli della convenzione utilizzata in que- 
sto testo, sottraendo 180° ad entrambi gli angoli. È 
difficile cambiare le abitudini e quindi accade che 
queste vecchie convenzioni compaiano anche in pub- 
blicazioni recenti.) 

Vi sono però diverse costrizioni steriche alla 
torsione di questi angoli $ e y nello scheletro di un 
polipeptide che limitano i possibili stati conforma- 
zionali. La struttura elettronica di un legame singolo 
(0), come il legame C—C, è simmetricamente cilindri- 
ca intorno all’asse del legame e quindi ci possiamo 
aspettare che questo legame abbia una rotazione com- 
pletamente libera. Se ciò è vero, nel caso dell’etano 
per esempio, sono possibili tutti gli angoli di torsio- 
ne intorno al legame C—C. Ma, nell’etano, alcune con- 
formazioni sono favorite rispetto ad altre a causa della 
repulsione tra gli elettroni dei legami C—H. La con- 
formazione sfalsata (Fig. 7.5a) che si ha con un an- 
golo di torsione di 180° rappresenta l’organizzazio- 
ne più stabile dell’etano, in quanto gli atomi di idro- 
geno sono in posizioni opposte ed alla massima di- 
stanza. Al contrario la conformazione eclissata (Fig. 
7.5b), caratterizzata da un angolo di torsione di zero, 
è la meno stabile, in quanto in questa disposizione 
gli atomi di idrogeno si trovano gli uni 
vicino agli altri. La differenza energetica tra la con- 
formazione sfalsata e quella eclissata dell’etano è di 
circa 12 kJ-mol7!, una quantità che rappresenta 
una barriera energetica alla rotazione libera intor- 
no al legame singolo C—C. I sostituenti diversi dall’i- 
drogeno generano ulteriori interferenze steriche, cioè 
aumentano l’entità di questa barriera energetica per 
le loro dimensioni più grandi: con sostituenti grossi, 
alcune conformazioni diventano quindi impossibili. 


Piano dell’amide 


Gruppo 
» laterale 


© 
tppo 
Piano dell’amide Ges 


Figura 7.4 Porzione di catena polipeptidica che mostra il grado di 
libertà torsionale di ogni unità peptidica. Gli unici movimenti possibi- 
li sono rotazioni intorno al legame C,—N ($) ed intorno al legame 
Carl (4). Entrambi gli angoli di torsione sono 180° nella confor- 
mazione mostrata ed aumentano in seguito alle rotazioni indicate dalle 
frecce. (Copyright © Irving Geis.) 


H Hug 
H H 
H 
H H H H 
H 
H 
(4) Sfalsata (b) Eclissata 


Figura 7.5 Proiezioni di Newman che mostrano una conformazione 
dell’etano sfalsata (a) ed eclissata (b). 
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Le conformazioni permesse dei polipeptidi 
sono indicate dal diagramma di Ramachandran 


[221]1 valori di $ e di y stericamente permessi pos- 
sono essere determinati calcolando le distanze tra gli 
atomi di un tripeptide a tutti i valori di $ e di y 
dell’unità peptidica centrale. Le conformazioni steri- 
camente impossibili, come quella mostrata nella Fig. 
7.6, sono quelle in cui le distanze interatomiche tra 
atomi non direttamente impegnati in legami tra loro 
sono inferiori a quelle delle corrispondenti distanze 
di van der Waals. Queste informazioni sono raccolte 
in una cosiddetta mappa conformazionale oppure 
diagramma di Ramachandran (Fig. 7.7). 

La Figura 7.7 ci dice che la maggior parte delle 
zone del diagramma di Ramachandran (la maggior 
parte delle combinazioni di angoli $ e y) non sono 
consentite ad una catena polipeptidica. La regione del 
diagramma di Ramachandran, che contiene le con- 
formazioni permesse, dipende dal valore del raggio 
di van der Waals scelto per determinarla. Ma, con 
qualsiasi gruppo di valori realistici, come quelli ri- 
portati nella Tabella 7.1, solo tre piccole regioni della 
mappa conformazionale diventano «permesse» ad una 
catena polipeptidica. Come vedremo in seguito, tutti 
i tipi comuni di strutture secondarie regolari riscon- 
trati nelle proteine cadono nelle zone permesse del 
diagramma di Ramachandran. Inoltre, gli angoli con- 
formazionali della maggior parte dei residui nelle pro- 
teine, esclusa la Gly, calcolati da analisi ai raggi X 
giacciono in queste regioni permesse (Fig. 7.8). 
[222 ] Molti punti che cadono in zone proibite nella 
Fig. 7.8 si trovano tra due aree completamente per- 


Figura 7.6 L'interferenza sterica tra l'ossigeno carbonilico e l’idroge- 
no amidico del residuo adiacente impedisce la conformazione con 
$=—- 60°, y=30°. (Copyright © Irving Geis.) 
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messe. Queste conformazioni «proibite» possono di- 
ventare permesse se soltanto è possibile ruotare di 
alcuni gradi intorno al legame peptidico. Ciò non è 
così strano se si pensa che il legame peptidico offre 
solo una piccola resistenza a deformazioni che lo al- 
lontanino di poco dalla planarità. 

La Gly è il solo residuo che non ha un atomo Cg 
e quindi presenta minori impedimenti sterici degli 
altri amminoacidi. Ciò è facilmente visibile se con- 
frontiamo il diagramma di Ramachandran per la Gly 
in una catena polipeptidica (Fig. 7.9) con quello degli 
altri amminoacidi (Fig. 7.7). La Gly infatti occupa spes- 
so posizioni in cui una catena polipeptidica ha bru- 
schi cambi di direzione ed ogni altro amminoacido 
genererebbe interferenze steriche negative. 

La Fig. 7.7 è stata calcolata per tre residui di Ala 
consecutivi. Analisi simili con residui più grossi, senza 
però ramificazioni a livello del Cg, come la Phe, han- 
no prodotto diagrammi analoghi. Nei diagrammi di 
Ramachandran per residui con ramificazioni sull’a- 
tomo Cs, come la Thr, le regioni permesse sono me- 
no ampie di quelle osservate con l’Ala. La catena la- 
terale ciclica della Pro limita i valori di $ ad un cam- 
po che può variare intorno a — 60° +25°, rendendo- 
lo il residuo amminoacidico con le maggiori restri- 
zioni steriche. Le conformazioni dei residui in pepti- 
di più lunghi di tre amminoacidi sono anche più li- 
mitate di quanto non appaia nel diagramma di Ra- 
machandran, poiché, per esempio, una catena poli- 
peptidica può incrociare se stessa. Vedremo però che, 
pur essendovi queste restrizioni imposte dalla plana- 
rità del legame peptidico e dalle grosse catene latera- 
li degli amminoacidi sulla conformazione di un poli- 


ontatti.interatomici 


Tipo di Permesso Fuori limite 

contatto (A) (A) 
H---H 2,0 1,9 
H.--0 2,4 2,2 
H---N 2,4 2,2 
H.--C 2,4 2,2 
ICLEZZO, 2,7 2,6 
O---N 2,7 2,6 
O. C 2,8 2,7 
N---N 2,7 2,6 
NELLI® 2,9 2,8 
(e 3,0 2,9 
C--- CH) 3,2 3,0 
CH... CH; 3,2 3,0 


Fonte: RAMaCcHaNDRAN, G.N. e SasisekHaran, V., Adv. Protein Chem., 23, p. 326, 
1968. 
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Figura 7.7 Diagramma di Ramachandran (chiamato così in onore del 
suo inventore, G.N. Ramachandran) mostra gli angoli $ e y permessi 
per la poli-L-alanina. Il diagramma è stato calcolato usando le distan- 
ze di van der Waals riportate nella Tabella 7.1. Le regioni con gli 
angoli $ e y «normalmente» permessi sono in blu, mentre le regioni 
in verde corrispondono a conformazioni con distanze di van der Waals 
al limite estremo. Sono indicati gli angoli di conformazione di alcune 
strutture secondarie: a-eliche destrorse e sinistrorse, a e a,, +57°, 
+47°; elica 310 destrorsa, (3), — 49°, — 29°; m-elica destrorsa, (7), 
—57°, —70°; nastro 2,27, (2), — 78°, +59°; eliche sinistrorse della 
poliglicina Il e della poli-1-prolina II, (1), - 799, + 150°; collageno, 
(O), -51°, +153°; foglietto ripiegato f parallelo (7), - 119°, +113°; 
foglietto ripiegato 8 antiparallelo (11), — 139°, +135°. (Fonte: Fio- 
RY, P.J., Statistical mechanics of chain molecules, p. 253, Interscien- 
ce, 1969 e IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, 

Biochemistry, 9, p. 3475, 1970.) ° 


peptide, ad ogni struttura primaria corrisponde una 
struttura tridimensionale anch'essa unica nel suo ge- 
nere. sca 


B. Strutture elicoidali 


[223 ] Le eliche sono gli elementi più straordinari della 
struttura secondaria delle proteine. Se una catena po- 
lipeptidica forma sempre lo stesso angolo tra i suoi 
atomi di carbonio a, essa assume una conformazione 
ad elica. In alternativa alle indicazioni sui valori de- 
gli angoli $ e y, un’elica può essere caratterizzata 
dal numero di unità peptidiche n per giro dell’elica 
e dal passo p, la distanza che percorre un giro com- 
pleto dell’elica lungo il suo asse. La Fig. 7.10 racco- 
glie alcuni esempi di strutture elicoidali. Notate che 
l’elica possiede una chiralità , cioè può essere destrorsa 


e 
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Figura 7.8 Distribuzione degli angoli di conformazione di circa 1 000 
residui diversi dalla Gly in otto proteine, derivata dall'analisi dei cri- 
stalli ai raggi X, con sovrapposto il diagramma di Ramachandran. (Fonte: 
RICHARDSON, }.S., Adv. Protein Chem., 34, p. 174, 1981.) 
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Figura 7.9 Diagramma di Ramachandran per residui di Gly in una 
catena polipeptidica. Le regioni «normalmente permesse» sono in blu, 
mentre in verde sono le conformazioni ai limiti delle distanze atomi- 
che. | residui di Gly hanno una elevata libertà conformazionale ri- 
spetto agli altri amminoacidi, come mostra il confronto tra questa 
figura e la Fig. 7.7. (Fonte: RAMACHANDRAN, G.D. e SASISEKHARAN, V., 
Adv. Protein Chem., 23, p. 332, 1968.) 
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n=5 n=4 


Figura 7.10 Esempi di eliche che mostrano le definizioni di passo, 
p, il numero di unità ripetitive per giro, n, e l'incremento dell’elica 
per ogni unità ripetitiva, d=p/n. Le eliche destrorse o sinistrorse so- 
no indicate dal segno positivo o negativo davanti al valore di n. Per 
n=2, l'elica degenera in un nastro non chiralico. Per p=0, l'elica 
degenera in un anello chiuso. (Copyright © Irving Geis.) 


oppure sinistrorsa (una elica destrorsa gira nella di- 
rezione che le dita della mano destra seguono quan- 
do la mano si chiude sull’asse dell’elica e il suo polli- 
ce è posto sull’asse dell’elica nella direzione in cui 
essa sta crescendo). Nelle proteine n non deve neces- 
sariamente essere un numero intero, cosa che accade 
solo di rado. 

L’elica di un polipeptide deve avere quindi gli an- 
goli che determinano la sua conformazione che ca- 
dono nelle regioni permesse del diagramma di Ra- 
machandran. Come abbiamo visto prima, se una con- 
formazione deve avere un'esistenza più che transito- 
ria, essa deve essere stabilizzata. La colla che tiene 
insieme le eliche dei polipeptidi e gli altri tipi di strut- 
tura secondaria è, almeno in parte, il legame idro- 
geno. 


L’a-elica 


Soltanto una conformazione elicoidale di un po- 
lipeptide ha allo stesso tempo angoli di conformazio- 
ne permessi ed una disposizione dei legami idrogeno 
favorevole: l’a-elica (Fig. 7.11), una particolare orga- 
nizzazione rigida della catena polipeptidica. La sua 
scoperta, ad opera di Pauling nel 1950 mediante un 
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n=3 n=2 n=-3 


lavoro con modelli molecolari, costituisce una delle 
pietre miliari della biochimica strutturale. 

Per un polipeptide contenente soltanto L-a- 
amminoacidi, l’o-elica è destrorsa con angoli di tor- 
sione pari a d= — 57° e y= — 47°, n=3,6 residui per 
giro ed un passo di 5,4 A. (Un’ a-elica costituita da 
D-o-amminoacidi è l’immagine speculare di quella 
con L-amminoacidi: essa è sinistrorsa con angoli di 
torsione pari a $= +57° e y= +47°, mentre n e p 
nelle due eliche sono uguali.) 

La Fig. 7.11 mostra che i legami idrogeno in una 
o-elica sono disposti tra il gruppo C=0 del legame 
peptidico dell’n° residuo ed il gruppo N-H del lega- 
me peptidico del residuo (n+4). Ciò porta alla for- 
mazione di un legame idrogeno piuttosto forte che 
ha circa la distanza ottimale di 2,8 À tra gli atomi 
di N e di ossigeno. Inoltre il nucleo dell’a-elica è mol. 
to compatto e gli atomi all’interno dell’elica genera- 
no contatti di van der Waals, rendendo massime le 
loro energie di associazione (paragrafo 7.4A). I grup- 
pi R, le cui posizioni, come abbiamo visto, non sono 
state completamente trattate dal diagramma di Ra- 
machandran, si proiettano tutte verso l’esterno del- 
l'elica evitando di generare interferenze steriche con 
lo scheletro del polipeptide oppure l’una con l’altra. 
Nella Fig. 7.12 è riportata un’organizzazione struttu- 
rale di questo genere. La ragione principale del fatto 
che non sono mai state osservate a-eliche sinistrorse 
(i loro parametri elicoidali sono solo moderatamente 
proibiti; Fig. 7.7) sta nella vicinanza tra lo scheletro 
del polipeptide e le sue catene laterali. Notate che 
1'1-2% dei residui diversi dalla glicina in una protei- 
na possono assumere questa conformazione (Fig. 7.8). 


[225] 
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Figura 7.11 Un’a-elica destrorsa. | legami idrogeno tra i gruppi N—-H 
ed i gruppi C-O che sono quattro residui indietro lungo la catena 
polipeptidica sono indicati dalle linee tratteggiate. (Copyright © Ir- 
ving Geis.) 


Figura 7.12 Rappresentazione stereoscopica di un segmento di a- 
elica della mioglobina di capodoglio (l'elica E), dedotta dall'analisi 
cristallografica ai raggi X. Gli atomi di azoto sono in blu, gli atomi 
di ossigeno sono in rosso, gli atomi di idrogeno sono bianchi e quelli 
di carbonio sono grigi. | gruppi R sono rappresentati da grandi palle 
grige. Le istruzioni per l'osservazione delle immagini stereo sono da- 
te nell’appendice a questo capitolo. (Per gentile concessione di Ri- 
chard J. Feldmann, NIH.) 


L’a-elica è un elemento della struttura secondaria 
sia delle proteine fibrose che delle proteine globula- 
ri. Nelle proteine globulari, l’a-elica è in media com- 
posta da circa 11 residui, corrispondente a più di tre 
giri dell'elica e ad una lunghezza di 17 À. Sono state 
riscontrate anche strutture ad a-elica contenenti ben 
53 residui. 


Altri tipi di eliche dei polipeptidi 


[225] La Figura 7.13 mostra come è possibile costrui- 
re da un polipeptide eliche con legami idrogeno. Le 
prime due, l’elica 2,27 nastro e l’elica 310, sono de- 
scritte dal termine n, in cui n è il numero di resi- 
dui per giro dell’elica ed m rappresenta il numero 
di atomi, inclusi gli atomi di idrogeno, compresi nel- 
l’anello chiuso dal legame idrogeno. Secondo questo 
tipo di descrizione, l’a-elica è, in effetti, un'elica 
36. 
L’elica destrorsa 3,0 (Fig. 7.14a), che ha un passo 
di 6,0 A, è più sottile e sale più rapidamente del- 
l’a-elica (Fig. 7.14b). I suoi angoli di torsione giaccio- 
no in regioni del diagramma di Ramachandran mo- 
deratamente proibite e non in posizioni vicine a quelle 
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Figura 7.13 Disposizione dei legami idrogeno in alcune eliche poli- 
peptidiche. Nei casi mostrati, la catena polipeptidica si attorciglia in 
modo che il gruppo C=O del residuo n formi un legame idrogeno 
con il gruppo N—H del residuo (n+2), (n+3), (n+4) e (n+5). 
{Copyright © Irving Geis.) 


Elica 310 o-elica 


Figura 7.14 Due eliche polipeptidiche che sono occasionalmente pre- 
senti nelle proteine, confrontate con la normale a-elica. (a) L'elica 
310 è caratterizzata da tre unità peptidiche per giro e da un passo 
di 6,0 À, che la rende più sottile e più lunga dell’o-elica. (b) L'a-elica 


m-elica 


ha 3,6 unità peptidiche per giro ed un passo di 5,4 À (vedi anche 
Fig. 7.11). (0 La r-elica, che ha 4,4 unità peptidiche per giro ed 
un passo di 5,2 À, è più grossa e più corta dell’a-elica. Sono indicati 
i piani peptidici. (Copyright © Irving Geis.) 
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Figura 7.15 L’elica della poliprolina Il. La poliglicina forma un’elica 
(poliglicina I) pressoché identica. (Copyright © Irving Geis.) 


dell’a-elica (Fig. 7.7); i suoi gruppi R presentano alcu- 
ne interferenze steriche. Ciò spiega perché l'elica 310 
è presente solo occasionalmente nelle proteine e do- 
po piccoli segmenti essa viene frequentemente distor- 
ta dalla conformazione 30 ideale. L’elica 319 è spes- 
so presente sotto forma di giro singolo come una 
struttura di transizione alla fine di una o-elica e la 
porzione successiva della catena polipeptidica. L’uni- 
ca struttura conosciuta con un’elica 3,9 regolare è 
quella identificata nel polipeptide formato da 10 re- 
sidui consecutivi dell’amminoacido non standard a- 
amminoisobutirrico (Aib). 

[226]Le x-eliche (elica 4,4,6), che hanno una con- 
formazione moderatamente proibita (Fig. 7.7), sono 
state osservate anch’esse soltanto alla fine di alcune 


a-eliche. La loro conformazione larga e piatta genera 
un foro assiale che è troppo piccolo per consentire 
l'ingresso di molecole di acqua ma, allo stesso tem- 
po, è troppo largo per permettere associazioni di van 
der Waals attraverso l’asse dell’elica. Questa caratte- 
ristica riduce fortemente la loro stabilità rispetto alle 
conformazioni più chiuse. L’elica 2,27 nastro, come 
ci dice la Fig. 7.7, ha angoli di torsione che cadono 
nelle regioni proibite del diagramma di Ramachan- 
dran e non è mai stata osservata nella struttura delle 
proteine. 


[227 ] Alcuni omopolipeptidi sintetici assumono con- 


formazioni che possono essere utilizzate come mo- 
delli per lo studio delle eliche in particolari proteine. 
La poliprolina non è in grado di assumere nessuna 
delle comuni strutture secondarie per le restrizioni 
steriche imposte dalle sue catene laterali pirrolidini- 
che cicliche. Inoltre la mancanza di un idrogeno sul 
suo atomo di azoto imminico preclude ogni possibili- 
tà alla poliprolina di essere stabilizzata dalla forma- 
zione di un legame idrogeno. In alcune condizioni 
specifiche, la poliprolina precipita dalla soluzione sotto 
forma di una elica sinistrorsa con legami peptidici 
nella configurazione tutto trans, che ha tre residui 
per giro dell’elica ed un passo di 9,4 À (Fig. 7.15). 
Questa conformazione molto estesa consente alle ca- 
tene laterali della Pro di evitare contatti tra di loro. 
Per curiosità, la poliglicina, il polipeptide che ha 
meno costrizioni conformazionali, precipita dalla so- 
luzione sotto forma di elica i cui parametri sono es- 
senzialmente gli stessi dell’elica della poliprolina, il 
polipeptide con le restrizioni conformazionali più ele- 
vate (l’elica della poliglicina può essere sia destrorsa 
che sinistrorsa in quanto la Gly non è un composto 
chiralico). Le strutture delle eliche della poliglicina 
e della poliprolina hanno un significato biologico mol- 
to importante e formano il motivo strutturale di ba- 
se del collageno, una proteina che contiene grandi 
proporzioni sia di Gly che di Pro (paragrafo 7.20). 


C. Le strutture LB 


Nel 1951, l’anno in cui proposero l’a-elica, Pau- 
ling e Corey ipotizzarono pure l’esistenza di uria strut- 
tura secondaria diversa, il foglietto ripiegato o 
struttura 8. Come abbiamo visto per l’a-elica, la con- 
formazione del foglietto ripiegato 8 cade nelle regio- 
ni permesse del diagramma di Ramachandran (Fig. 
7.7) ed utilizza completamente la capacità dello sche- 
letro del polipeptide di formare legami idrogeno. Nel- 
la struttura 6 i legami idrogeno si generano tra cate- 
ne polipeptidiche vicine e non tra residui della stessa 
catena come nell’a-elica. 
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(b) Parallelo 
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Figura 7.16 Legami idrogeno nei foglietti ripiegati 6. Per chiarezza 
sono state omesse le catene laterali. (a) Il foglietto ripiegato 8 antipa- 
rallelo. (b) Il foglietto ripiegato 6 parallelo. (Copyright © Irving Geis.) 


Esistono due varietà di strutture £. 


1. Il foglietto ripiegato £ antiparallelo, in cui i 
legami idrogeno si formano tra catene vicine che 
vanno in direzioni opposte (Fig. 7.160). 

2. Il foglietto ripiegato f parallelo, in cui i lega- 
mi idrogeno si formano tra catene che vanno nel- 
la stessa direzione (Fig. 7.16D). 


Le conformazioni che consentono la formazione otti- 
male dei legami idrogeno sono leggermente diverse 
da quelle completamente estese del polipeptide 
($=y= +180°). Esse hanno quindi bordi che appaio- 


no increspati o ripiegati (Fig. 7.17), che giustificano 
il nome dato alla struttura. In questa conformazione, 
le catene laterali di una catena polipeptidica si esten- 
dono ai lati opposti del foglietto ripiegato contenente 
unità ripetitive a due residui, lunghe 7,0 À. 

I foglietti 8 sono unità strutturali comuni nelle pro- 
teine. Nelle proteine globulari essi sono costituiti da 
un minimo di due e fino a un massimo di 15 catene 
polipeptidiche, con un valore medio intorno a sei, 
e formano un aggregato dello spessore di circa 25 À. 
Le catene polipeptidiche in una struttura 8 possono 
essere lunghe fino a 15 residui, con una lunghezza 
media di circa sei (corrispondente a 21 À). Una strut- 
tura f a sei catene antiparallele è presente, per esem- 
pio, nella proteina del fagiolo concanavalina A (Fig. 
7.18). 

I foglietti ripiegati paralleli con meno di cinque re- 
sidui sono piuttosto rari. Questa osservazione sugge- 
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Figura 7.17 Foglietto ripegato 8 antiparallelo a due catene che pone 
in risalto la disposizione dei piani. Le linee tratteggiate indicano i 
legami idrogeno. Notate come i gruppi R delle catene polipeptidiche 
si estendano alternativamente ai lati opposti del foglietto. (Copyright 
© Irving Geis.) 
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risce che la struttura 8 parallela sia meno stabile di 
quella antiparallela, probabilmente a causa del fatto 
che i legami idrogeno nella struttura 8 parallela so- 
no distorti se paragonati a quelli della corrisponden- 
te struttura antiparallela (Fig. 7.16). Sono comuni an- 
che foglietti misti paralleli ed antiparalleli, ma si ri- 
scontrano meno frequentemente di quanto ci si do- 
vrebbe aspettare da un mescolamento casuale delle 
direzioni delle catene. 

Le strutture 8 nelle proteine globulari presen- 
tano invariabilmente un ripiegamento o una curva 
destrorsa molto pronunciata, se la struttura viene os- 
servata nella sua lunghezza (Fig. 7.19). Queste curve 
della struttura 8 sono proprietà architettoniche rile- 
vanti delle proteine globulari, in quanto le strutture 
8 formano molto spesso i nuclei centrali delle protei- 
ne (Fig. 7.19). Valutazioni dell’energia conformazio- 
nale hanno stabilito che una curva destrorsa del fo- 


Figura 7.18 Rappresentazione stereo con modelli spaziali di un fo- 
glietto ripiegato 8 a sei catene osservato nella concanavalina A del 
fagiolo, mediante analisi cristallografica ai raggi X. Gli atomi di azoto 
sono in blu, gli atomi di ossigeno in rosso, gli atomi di idrogeno 
in bianco e gli atomi di carbonio in grigio. | gruppi R sono rappresen- 
tati da grandi palle grigie. Le istruzioni per l'osservazione delle imma- 
gini stereo sono date nell’appendice a questo capitolo. (Per gentile 
concessione di Richard ]. Feldmann, NIH.) 
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Figura 7.19 Ripiegamenti della catena polipeptidica nelle proteine 
che illustrano le curvature destrorse delle strutture 8. Lo scheletro 
polipeptidico è rappresentato da un nastro con le a-eliche che forma- 
no spirali e le catene dei foglietti 8 sono indicate con-frecce che 
puntano verso il C-terminale. Le catene laterali non sono mostrate. 
(a) Carbossipeptidasi A bovina, una proteina con 307 residui, contie- 
ne un foglietto B misto a otto catene che forma una superficie con 
una curvatura destrorsa a forma di sella. (b) Trioso fosfato isomerasi, 
un enzima del muscolo di pollo con 247 residui, contiene un fogliet- 
to 8 parallelo a otto catene che forma una struttura cilindrica nota 
come 8-barile (vista dall'alto a sinistra e di lato a destra). Notate che 
le connessioni trasversali tra le catene successive del 8-barile sono 
quasi esclusivamente a-eliche, localizzate all’esterno della struttura, 
ed hanno un senso elicoidale destrorso. (Tratte da disegni di Jane 
Richards, Duke University.) 


(8). (b) 


(c) 


Figura 7.20 Le connessioni tra catene polipeptidiche adiacenti nei 
foglietti ripiegati #: (a) La connessione a forcina per capelli tra catene 
antiparallele è topologicamente sullo stesso piano del foglietto. (b) 
Una connessione trasversale destrorsa tra catene successive di un fo- 
glietto 8 parallelo. Praticamente tutte le connessioni trasversali di questo 
tipo nelle proteine hanno questa chiralità (vedi anche Fig. 7.196). 
(c) Una connessione trasversale sinistrorsa tra catene parallele di un 
foglietto 8. Connessioni con questa chiralità sono rare. (Fonte: Ri- 
CHARDSON, }.S., Adv. Protein Chem., 34, pp. 290, 295, 1981.) 
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glietto ripiegato è una conseguenza delle interazio- 
ni, non generate da legami, tra i residui chiralici 
L-amminoacidici nelle catene polipeptidiche estese del 
foglietto. Queste interazioni tendono a creare sulla 
catena polipeptidica un ripiegamento destrorso eli- 
coidale (Fig. 7.19), che distorce e quindi rende più 
deboli i legami idrogeno intercatena della struttura 
f. La geometria particolare che si origina nella strut- 
tura 8 è quindi il risultato di un compromesso tra 
le energie conformazionali ottimali e la preservazio- 
ne dei suoi legami idrogeno. 

La topologia (sistemi di connessione) delle catene 
polipeptidiche in una struttura 8 può essere molto 
complessa. I legami di connessione di queste orga- 
nizzazioni strutturali sono spesso costituiti da lun- 
ghe catene polipeptidiche, che di frequente conten- 
gono anche strutture elicoidali (Fig. 7.19). Il sistema 
di connessione di catene consecutive antiparallele è 
topologicamente equivalente ad un semplice ripiega- 
mento a forma di forcina per capelli (Fig. 7.20). Cop- 
pie di catene in struttura #8 parallela sono legati da 
connessioni crociate che stanno al di fuori del piano 
del foglietto 8. Queste connessioni crociate presenta- 
no quasi sempre una rotazione elicoidale destrorsa 
Fig. 7.20b), che si pensa si adatti meglio al ripiega- 
mento destrorso della struttura #8 (Fig. 7.21). 


D. Strutture non ripetitive 


[230 ] Le strutture secondarie regolari — le eliche e i 
foglietti ripiegati B — rappresentano soltanto la metà 
della struttura di una proteina media. La rimanente 
parte dei segmenti della catena polipeptidica ha con- 
formazioni a forma di spirale (coil) o di cappio (loop). 
Ciò non vuol dire che queste strutture secondarie non 


ripetitive sono meno ordinate delle eliche o delle strut- - 


ture 8, ma che sono soltanto più difficili da descrive- 


dillo told i Dai 


mali 
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Figura 7.21 Un possibile schema di ripiegamento che mostra come 
le curvature destrorse della catena polipeptidica favoriscano la forma- 
zione di connessioni trasversali destrorse tra catene successive di un 
foglietto 8 parallelo. 


re. Non bisogna confondere il termine conformazio- 
ne a forma di spirale con il gomitolo (o spirale) ca- 
suale (random coil), che si riferisce invece ad un 
gruppo di conformazioni fluttuanti e completamen- 
te disordinate assunte dalle proteine denaturate e da 
altri polimeri in soluzione. 

Le proteine globulari sono costituite in gran parte 
da tratti diritti di strutture secondarie congiunti da 
segmenti polipeptidici che cambiano bruscamente di 
direzione. Questi ripiegamenti inversi o gomiti 8 
(che spesso mettono in connessione due catene anti- 
parallele 8 successive) sono quasi sempre localizzati 
sulla superficie della proteina e quindi sono respon- 
sabili almeno in parte delle caratteristiche della fac- 
cia esterna della proteina. La maggior parte dei ri- 


Ripiegamento (gomito) 8 Tipo | 


Figura 7.22 Ripiegamenti inversi nelle cate- 
ne polipeptidiche: (a) Un gomito 8 Tipo I, 
che ha gli angoli di torsione $7= —60°, 
47=—-30°, g3= —90°, w3=0°. (b) Un go- 
mito 8 Tipo Il che ha angoli di torsione di 
circa $,=-60°, y,=120°, $3=90°, 
Y3=0°. Sono comuni, però, variazioni an- 
che di 30° da questi valori ideali degli angoli 
di conformazione. | legami idrogeno sono rap- 
presentati da linee tratteggiate. (Copyright © 
Irving Geis.) 


piegamenti inversi coinvolge una successione di quat- 
tro residui amminoacidici organizzati approssimati- 
vamente in uno o due modi, detti Tipo I e Tipo II, 
che differiscono per una rotazione di 180° dell’unità 
peptidica che collega i residui 2 e 3 (Fig. 7.22). En- 
trambi i tipi di gomiti 8 sono stabilizzati da un lega- 
me idrogeno, anche se sono possibili deviazioni dalle 
conformazioni ideali che impediscono la formazione 
di questo legame idrogeno. I gomiti 8 del Tipo I pos- 
sono essere considerati sezioni distorte dell’elica 3,0. 
Nei gomiti 8 del Tipo Il l'atomo di ossigeno del resi- 
duo 2 si ammassa all’atomo Cg, del residuo 3,, che 
di solito è la Gly. Il residuo 2 di entrambi i tipi di 
gomito £ è spesso la Pro, in quanto questo amminoa- 
cido assume facilmente la conformazione richiesta. 


Ripiegamento (gomito) 8 Tipo Il 
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Figura 7.23 Rappresentazione con modelli spaziali di un cappio (/oop) 
2 comprendente i residui 40-54 del citocromo c. Sono mostrati solo 
gli atomi dello scheletro polipeptidico; l'aggiunta delle catene laterali 
riempirà il cappio. (Per gentile concessione di George Rose, Pennsyl- 
vania State University, College of Medicine.) 


Figura 7.24 Fotografia della diffrazione dei raggi X di una fibra di 
seta di Bombyx mori ottenuta colpendo con un raggio monocromati- 
co di raggi X la fibra e registrando i raggi diffratti su una lastra fotogra- 
fica posta dietro la fibra. La fotografia mostra solo poche macchie 
e quindi contiene poche informazioni strutturali. (Fonte: MARCH, R.E., 
Corey, R.B. e PAULING, L., Biochim. Biophys. Acta, 16, p. 5, 1955.) 
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Quasi tutte le proteine con più di 60 residui con- 
tengono una o più anse costituite da 6 a 16 residui 
che non fanno parte né di eliche né di strutture 8 
e che occupano uno spazio inferiore ai 10 À. Questa 
struttura nota con il nome di 22 Joop (ansa 2, questo 
nome deriva dal fatto che la lettera greca 2 ha una 
forma simile alla struttura in questione: Fig. 7.23) 
può contenere anche ripiegamenti inversi ed è un’en- 
tità globulare molto compatta in quanto le catene la- 
terali dei residui che le compongono tendono a riem- 
pire la cavità interna. Poiché gli £2 loop sono sempre 
localizzati sulla superficie delle proteine, è possibile 
che essi abbiano un ruolo fondamentale nei processi 
di riconoscimento biologico. 

Molte proteine hanno regioni con organizzazioni 
molto disordinate. Esempi sono le catene laterali estese 
e cariche come quella della Lys e i gruppi C- ed N- 
terminali di una catena polipeptidica. Essi possono 
di solito spostarsi ed ondeggiare in soluzione in quan- 
to le forze che tendono a tenerle in una posizione 
fissa sono deboli (paragrafo 7.4). In alcuni casi, un 
intero segmento della catena polipeptidica è disordi- 
nato. Questi segmenti possono avere ruoli funziona- 
li, come il legame a specifiche molecole, e quindi pos- 
sono essere disordinati in uno stato della proteina (ad 
esempio, in assenza del ligande) oppure ordinati in 
altri stati della proteina (ad esempio, quando il ligan- 
de è legato alla proteina). Questo è uno dei meccani- 
smi che permettono ad una proteina di interagire 
flessibilmente con un’altra molecola durante l’esple- 
tamento delle sue funzioni biologiche. 


2. PROTEINE FIBROSE 


[231]Le proteine fibrose sono molecole di forma 
molto allungata, le cui strutture secondarie sono i lo- 
ro motivi conformazionali dominanti. Molte proteine 


fibrose, come quelle della pelle, dei tendini e delle 


ossa, agiscono come materiale strutturale e quindi 
svolgono funzioni protettive, connettive e di suppor- 
to negli organismi viventi. Altre invece, come alcu- 
ne proteine del muscolo e delle cilia, hanno anche 
motivi funzionali. In questo paragrafo analizzeremo 
le relazioni tra struttura e funzione di quattro pro- 
teine fibrose comuni e ben caratterizzate: la cherati- 
na, la fibroina della seta, il collageno e l’elastina (le 
proteine muscolari e ciliari sono invece considerate 
nel paragrafo 34.3). La semplicità strutturale di que- 
ste proteine, relativamente alle proteine globulari, le 
rende particolarmente idonee a comprendere come 
la loro struttura si adatti alla loro funzione. 

Le molecole fibrose cristallizzano raramente e quin- 
di non è possibile determinare la loro struttura con 


| 


[232] 
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l’analisi ai raggi X su un singolo cristallo (paragrafo 
7.34). Invece che in cristalli, esse si associano in fi- 
bre in cui i loro assi molecolari sono più o meno pa- 
ralleli all’asse della fibra, ma non vi sono orienta- 
menti specifici in altre direzioni. La diffrazione ai 
raggi X di tali proteine, come quella riportata nella 
Fig. 7.24, contiene poche informazioni, molto meno 
di quante sarebbe possibile ottenere se la proteina 
fibrosa fosse allo stato cristallino. Di conseguenza, la 
struttura delle proteine fibrose non è conosciuta nei 
dettagli. I primi studi ai raggi X su una proteina fu- 
rono condotti all’inizio degli anni ’30 da William 
Astbury, utilizzando le fibre proteiche più facilmen- 
te disponibili, come la lana e il tendine. Anche se 
la prima determinazione ai raggi X della struttura 
cristallina di una proteina non arrivò che alla fine 
degli anni ’50; questi studi iniziali costituiscono i pri- 
mi tentativi per comprendere i princìpi generali che 
governano la struttura delle proteine e le basi speri- 
mentali per la formulazione dell’ipotesi dell’a-elica 
e del foglietto ripiegato da parte di Pauling. 


A. a-cheratina, un’elica nelle eliche 


[232 | La cheratina è la più durevole e la meno reat- 
tiva delle proteine dei vertebrati superiori. Essa è il 
principale componente dei loro strati epidermici ester- 
ni cornei e delle appendici correlate come capelli, cor- 
na, unghie e piume. Le cheratine sono state classifi- 
cate a-cheratine, quelle presenti nei mammiferi, e 
B-cheratine, quelle presenti negli uccelli e nei rettili. 

Studi al microscopio elettronico hanno stabilito che 
i capelli che sono composti principalmente da a- 
cheratina, sono costituiti da una gerarchia di struttu- 
re (Fig. 7.25). Un capello tipico ha un diametro di 
25 um ed è costituito da cellule morte, ognuna delle 
quali contiene un ammasso di macrofibrille (con un 
diametro di 2 000 À) orientate parallelamente alla fi- 
bra del capello. Le macrofibrille sono, a loro volta, 
costituite da microfibrille (con un diametro di 80 À) 
cementate le une alle altre da una matrice amorfa 
con un alto contenuto in zolfo. Le microfibrille sono 
composte da protofibrille (con un diametro di 20 À) 
disposte in un anello di nove microfibrille che cir- 
conda un nucleo centrale formato da due microfi- 
brille (Figg. 7.25b e 7.26). Questo motivo «9 +2» è pre- 


Figura 7.26 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre della la- 
na merinos che mostra la sua struttura a microfibrille. L'inserto è dato 
dalla sovrapposizione di diverse immagini di alcune microfibrille tut- 
te con lo stesso orientamento, un processo che serve ad aumentare 
i dettagli e a sopprimere le fluttuazioni del fondo. Una microfibrilla 
è apparentemente costituita da un gruppo di nove protofibrille ester- 
ne e da due interne. (Per gentile concessione di George E. Rogers, 
University of Adelaide.) 


(a) Organizzazione 
macroscopica 


(b) Organizzazione 
molecolare 


Spirale avvolta 
di due a-eliche 


Microfibrilla 


Protofibrilla 
(coppia di 
spirali ripiegate) 


Microfibrilla 
(organizzazione 9 +2) 


Figura 7.25 L'organizzazione microscopica (a) e l’organizzazione mo- 
lecolare (b) del capello. La maniera con cui le due spirali ripiegate 
si associano per formare una protofibrilla non è ancora completamen- 
te nota. (Copyright © Irving Geis.) 
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sente anche nelle cilia, organelli simili a fruste che 
le cellule eucariotiche utilizzano per muoversi o agi- 
tare il mezzo circostante (paragrafo 34.3F). 

Le fotografie della diffrazione ai raggi X dell’a- 
cheratina ha mostrato un quadro simile a quello che 
potrebbe generare una struttura ad a-elica. Ma l’a- 
cheratina ha una spaziatura di 5,1 À, invece dei 5,4 À 
che corrispondono al passo dell’a-elica classica. Que- 
sta osservazione, insieme ad altri dati chimici e fisi- 
ci, ha suggerito che ogni protofibrilla di a-cheratina 
è costituita da coppie di a-eliche strettamente asso- 
ciate ed arrotolate in senso sinistrorso l’una sull’al- 
tra (Fig. 7.25b). La normale distanza ripetitiva di 5,4 À 
di ciascuna a-elica risulta piegata rispetto all’asse della 
protofibrilla, generando la spaziatura di 5,1 À delle 
fotografie. Questa organizzazione viene detta strut- 
tura a spirale superavvolta (coiled coil) in quanto 
l’asse della stessa a-elica ha un andamento elicoidale. 
La conformazione a spirale superavvolta dell’a- 
cheratina è una conseguenza della sua struttura pri- 
maria: essa contiene una zona pseudo-ripetitiva di 
sette residui, a, b, c, d, e, f, g, in cui i residui nelle 
posizioni a e d sono in genere non polari. Poiché un’a- 
elica ha 3,6 residui per giro, i residui a e d dell’a- 
cheratina vengono a trovarsi allineati sullo stesso la- 
to dell’a-elica, formando una striscia idrofobica che 
può per tutta la sua lunghezza associarsi ad una stri- 
scia analoga di un’altra a-elica (Fig. 7.27, i residui 
idrofobici, come vedremo nel paragrafo 7.4C, hanno 
una grande tendenza ad associarsi). La piccola discre- 
panza tra i 3,6 residui per giro dell’a-elica normale 
e i circa 3,5 residui presenti in un giro dell’unità ri- 
petitiva della striscia idrofobica dell’a-cheratina è re- 
sponsabile della sua struttura a spirale superavvolta. 
L’inclinazione di 18° di una a-elica verso l’altra per- 
mette alle loro catene laterali di integrarsi meglio, 
aumentando le condizioni di interazione. Il modo con 


Figura 7.27 Interazioni tra i bordi non polari di a-eliche in una spirale 
ripiegata vista lungo l’asse della spirale. Le a-eliche hanno una se- 
quenza pseudoripetitiva eptamerica a-b-c-d-e-f-g in cui i residui a e 
d sono di solito non polari. (Fonte: MCLACHLAN, A.D. e STEWART, M., 
|. Mol. Biol., 98, p. 295, 1975.) 
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cui le due spirali superavvolte si associano per for- 
mare una protofibrilla non è ancora noto. 
L’a-cheratina è ricca di residui di Cys, che for- 
mano legami trasversali con le catene polipeptidiche 
adiacenti. Questo fatto può spiegare l’insolita resisten- 
za allo stiramento e l’insolubilità di queste molecole, 
due delle proprietà fondamentali delle a-cheratine. 
Queste proteine vengono classificate come «dure» op- 
pure «soffici» in base al loro contenuto in zolfo. Le 
cheratine dure, come quelle dei capelli, delle corna 
e delle unghie, sono meno flessibili delle cheratine 
soffici presenti nella pelle e nelle callosità, in quanto 
il loro elevato numero di ponti disolfuro resiste alle 
forze che tendono a deformarle. I ponti disolfuro pos- 
sono essere rotti con mercaptani (paragrafo 6.1B). Un 
capello trattato in questo modo può essere ripiegato 
in una forma di «onda permanente» applicando un 
agente ossidante che ripristini i ponti disolfuro nella 
nuova conformazione curvata. L’elevata insolubilità 
delle cheratine le rende praticamente indigeribili da 
parte degli animali. Le larve delle tarme, che hanno 
alte concentrazioni di mercaptani nel loro tratto di- 
gestivo, possono degradare questa proteina, con molto 
dispiacere dei possessori di vestiti di lana. 
L’elasticità dei capelli e delle fibre della lana è una 
conseguenza della tendenza delle spirali superavvol- 
te di resistere agli stiramenti e di ritornare alla con- 
formazione originale quando la forza esterna viene 
tolta. Dopo aver rotto alcuni dei ponti disolfuro, la 
fibra di a-cheratina può essere stirata fino a raggiun- 
gere una lunghezza quasi doppia di quella originale, 
esponendola a vapore umido. In questo processo, chia- 
rito da analisi ai raggi X, le strutture ad a-elica si 
estendono con il concomitante riarrangiamento dei 
loro legami idrogeno formando una struttura a fo- 
glietto ripiegato 8. Le B-cheratine come quelle delle 


* piume presentano ai raggi X un quadro simile. 


Figura 7.28 Il baco da seta Bombyx mori durante la costruzione del 
bozzolo. (Hans Pfletsschinger/Peter Arnold, Inc.) 


BESSER 
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Figura 7.29 Architettura tridimensionale della fibroina della seta. (a) 
Le catene laterali di residui di Gly e di Ala (o Ser) si estendono alter- 
nativamente ai lati opposti della catena di un dato foglietto 8, così 
che le catene laterali di Ala si vanno a porre tra quelle della catena 
vicina; le catene laterali di Gly si dispongono ovviamente nello stesso 
modo. (b) Le catene laterali dei residui di Gly sono in contatto con 
altri residui di Gly di una catena vicina. Gli spazi tra le varie catene 
sono di 3,5'À in un caso e di 5,7 A nell’altro. (Copyright © Irving Geis.) 


B. Fibroina della seta, una struttura 8 


[235 ] Insetti ed aracnidi (ragni) producono la seta per 
fabbricare strutture come bozzoli, ragnatele, nidi e 
peduncoli delle uova. La seta viene conservata come 
un fluido nelle ghiandole che la producono e duran- 
te la filatura viene convertita in una forma insolubi- 
le in acqua. La maggior parte delle sete è costituita 
dalla proteina fibrosa fibroina e da una proteina 
gommosa amorfa chiamata sericina, che cementa e 
tiene unite le fibre di fibroina. Una falena adulta men- 
tre emerge dal suo bozzolo secerne una proteasi (la 
cocoonasi) che digerisce la sericina, liberando i fila- 
menti di fibroina e consentendo alla falena di uscire 
dal bozzolo. Nella preparazione dei tessuti di seta, 
che sono costituiti soltanto da fibroina, la sericina vie- 
ne allontanata mediante bollitura in una soluzione 
con saponi. 

La fibroina della seta ottenuta da larve coltivate (ba- 
chi da seta) della falena Bombyx mori (Fig. 7.28) pre- 
senta all’analisi della diffrazione dei raggi X un qua- 


dro che suggerisce che le sue catene polipeptidiche 
formino foglietti ripiegati B antiparalleli in cui le ca- 
tene sono disposte parallelamente all’asse della fibra. 
Studi di sequenza hanno dimostrato che le lunghe 
catene sono composte da una ripetizione di un seg- 
mento di sei residui amminoacidici con la sequenza 


(-Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-), 


Questa sequenza forma una struttura 8 con le catene 
laterali della Gly che sono disposte tutte su un lato 
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della struttura, mentre le catene laterali dei residui 
Ala e Ser sono localizzate sull’altro lato della struttu- 
ra (come nella Fig. 7.17). Queste strutture 8 assumo- 
no una disposizione microcristallina in cui le facce 
delle strutture contenenti le catene laterali di Gly so- 
no in contatto tra loro e sull’altro lato vi sono invece 
contatti tra le catene laterali di Ser e di Ala (Fig. 7.29). 
Questa organizzazione strutturale spiega alcune del 
le proprietà meccaniche della seta. Le fibre della seta 
sono resistenti, ma poco estendibili in quanto un al- 
lungamento potrebbe avvenire solo per una rottura 
dei legami covalenti che tengono uniti i residui delle 
sue catene disposti in una conformazione quasi com- 
pletamente estesa. Le fibre sono però flessibili per- 
ché le strutture 8 vicine si associano le une alle altre 
solo con le forze deboli di van der Waals. 

Anche se segmenti molto grandi della fibroina 
della seta contengono le sequenze amminoacidiche 
esameriche ripetitive, sono pure presenti regioni con 
residui con grandi catene laterali come la Tyr, la Val, 
l’Arg e l’Asp. Questi residui tendono a distorcere ed 
a rendere disordinata la struttura microcristallina ri- 
portata nella Fig. 7.29. Le fibre della seta sono com- 
poste quindi di regioni cristalline e di regioni amor- 
fe in alternanza tra loro. Le regioni amorfe sono re- 
sponsabili dell’estensibilità delle fibre della seta. Le 
sete di diverse specie contengono proporzioni diver- 
se degli amminoacidi con una grande catena laterale 
e di conseguenza hanno anche proprietà meccaniche 
diverse. Maggiore è la quantità di residui a catena 
laterale grande nella fibroina, minore è la sua elasti- 
cità (la capacità di resistere alle deformazioni e di 
recuperare la forma originale dopo che sono cessate 
le forze deformanti), ma una catena di questo gene- 
re tende ad aumentare la sua estensibilità. Le pro- 
prietà meccaniche della fibroina della seta sono defi- 
nite dalla sua struttura che, a sua volta, dipende dalla 
sua sequenza amminoacidica. 


C. Collageno, una fune a tripla elica 


Il collageno è presente in tutti gli animali mul- 
ticellulari ed è la proteina più abbondante nei verte- 
brati. Il collageno è una proteina extracellulare orga- 
nizzata in fibre con una grande resistenza alla ten- 
sione. Il collageno è molto ben adattato alla sua fun- 
zione e rappresenta la componente principale del tes- 
suto connettivo, cioè delle ossa, dei denti, della car- 
tilagine e della matrice fibrosa della pelle e dei vasi 
sanguigni. Questa proteina è virtualmente presente 
in tutti i tessuti. 

La singola molecola del collageno Tipo I ha una mas- 
sa molecolare di circa 285 kD, una larghezza di circa 
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Composizione 
in catene 


Tipo Distribuzione 


Pelle, ossa, tendini, vasi 
sanguigni, cornea 

Cartilagine, dischi intervertebrali 

Vasi sanguigni, pelle fetale 


! [a1(M]202(1) 


Il [IN]: 
HI fa(H1)}]z 
Fonte: Evre, D.R., Science, 207, p. 1316, 1980. 


14 À ed una lunghezza di circa 3000 À. Essa è com- 
posta da tre catene polipeptidiche. I mammiferi pos- 
siedono almeno 17 catene polipeptidiche geneticamen- 
te diverse che compongono 10 varianti di collageno, 
presenti nei vari tessuti dello stesso individuo. I tipi 
di collageno predominanti sono elencati nella Tabel- 
la 7.2. 

Il collageno ha una composizione in amminoacidi 
caratteristica: praticamente un terzo dei suoi residui 
è rappresentato da Gly; un’altra porzione dal 15 al 
30% dei suoi residui è rappresentata da Pro e da 
4-idrossiprolina (Hyp). i 


(6) (6) 
/ \ / 
Fi 3 6H N7 3GH 
\ [\a 
H3C5 3CH, H3C5 26 
a/ 4/ “oH 
C Cc 
/ZN Ho 
Ho H 
Residuo di 4-idrossiprolina Residuo di 3-idrossiprolina 
(Hyp) 
(O) 
Il 
—NH-CH-C_- 
2| 1 
CH 
CH 
4| 3 
HC-- OH 
5| 
CH 
6| 2 
NH} 


Residuo di 5-idrossilisina (Hyl) 


Nel collageno sono pure presenti residui di 
3-idrossiprolina e di 5-idrossilisina (Hyl) anche 
se in quantità relativamente basse. Esperimenti di 
marcatura radioattiva hanno dimostrato che questi 
amminoacidi idrossilati non standard non vengono 
incorporati nel collageno durante la sua sintesi: se 
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viene somministrata 4-idrossiprolina marcata con !*C 
ad un ratto, il collageno sintetizzato non risulta ra- 
dioattivo, mentre viene prodotto collageno radioatti- 
vo se il ratto riceve prolina marcata con ‘!*C. I resi- 
dui idrossilati compaiono soltanto dopo la sintesi dei 
polipeptidi che compongono il collageno, quando al- 
cuni residui di Pro vengono convertiti in Hyp in una 
reazione catalizzata dall’enzima prolil idrossilasi. 

La presenza di Hyp conferisce una maggiore stabi- 
lità al collageno, probabilmente mediante la forma- 
zione di ponti idrogeno intramolecolari che coinvol- 
gono anche molecole di acqua. Se, per esempio, il 
collageno viene sintetizzato in condizioni che inatti- 
vano la prolil idrossilasi perde la sua conformazione 
nativa (si denatura) a 24 °C, mentre il collageno nor- 
male si denatura a 39 °C (il collageno denaturato vie- 
ne detto gelatina). La prolil idrossilasi necessita di 
acido ascorbico (vitamina C) 


OH 
o C—CH20H 
= H 


Acido ascorbico (vitamina C) 


per espletare la sua azione catalitica. Nella malattia 
da deficienza di vitamina C, lo scorbuto, il collage- 
no sintetizzato non può formare in modo corretto 
le fibre. Ciò porta a lesioni della pelle, a fragilità dei 
vasi sanguigni e ad una scarsa capacità di cicatrizza- 
re le ferite, sintomi caratteristici dello scorbuto. 
La sequenza amminoacidica del collageno Tipo I bo- 


vino, che è simile a quella degli altri tipi di collageno, . 


è costituita dalla monotona ripetizione di triplette con 


Figura 7.30 Sequenza amminoacidica all'estremità C-terminale della 


‘ regione a tripla elica della catena @1(1) del collageno. Notate le tri- 


plette ripetute Gly-X-Y, dove molto spesso X è Pro e Y è Hyp. Hyp* 
rappresenta la 3-idrossiPro. (Fonte: BORNSTEIN, P. e TRAUB, W., in Neu- 
RATH, H. e Hitt, R.L., (curatori), The Proteins, 3? ed., Vol. 4, p. 483, 
Academic Press, 1979.) 


la sequenza di Gly-X-Y per circa 1011 dei 1042 resi- 
dui che compongono la catena polipeptidica completa 
(Fig. 7.30). Il residuo X è molto spesso Pro e il resi- 
duo Y è invece spesso Hyp. La presenza di Hyp nella 
posizione Y nasce dalla specificità della prolil idrossi- 
lasi. Per gli stessi motivi la 5-idrossilisina è localizza- 
ta nella posizione Y. 

L’elevato contenuto in Gly, Pro e Hyp del colla- 
geno suggerisce che la conformazione dello schele- 
tro della catena polipeptidica sia simile a quella delle 
eliche della poliglicina II e della poliprolina Il (Fig. 
7.15). Studi ai raggi X e con modelli strutturali han- 
no stabilito che le tre catene polipeptidiche del colla- 
geno, che individualmente hanno eliche simili a quel- 
la della poliprolina II, sono disposte parallelamente 
e si arrotolano l’una sull’altra mediante un modera- 
to ripiegamento destrorso, formando una struttura 
a tripla elica, che ricorda una fune (Fig. 7.31). Ogni 
terzo residuo di ogni catena polipeptidica è posto co- 
sì vicino al centro della tripla elica, che solo la catena 
laterale di un residuo di Gly può adattarsi allo spazio 
che resta. Questo fatto ci spiega come mai sia così 
essenziale che la Gly occupi ogni terza posizione nel- 
la catena polipeptidica del collageno (Fig. 7.30). È inol- 
tre necessario che le tre catene polipeptidiche siano 
sfalsate in modo che i residui Gly, X e Y non siano 
localizzati allo stesso livello (Fig. 7.32). I gruppi pep- 
tidici sfalsati sono orientati in modo da consentire 
al gruppo N—H di ogni residuo di Gly di formare 
un legame idrogeno con l’atomo di ossigeno del grup- 
po carbonilico di un residuo X presente in una cate- 
na vicina. I residui relativamente grossi e poco flessi- 
bili di Pro e Hyp conferiscono rigidità all’intera strut- 
tura. 

La struttura a tripla elica del collageno, rigida e 
molto compatta, è responsabile della caratteristica ca- 
pacità di resistere alle tensioni della fibra del collage- 
no. Come le fibre arrotolate di una fune, le catene 
polipeptidiche estese e moderatamente ripiegate del 
collageno convertono una forza di tensione longitu- 
dinale in una forza di compressione laterale più fa- 
cilmente sopportabile dalla struttura a tripla elica, 
praticamente incomprimibile. Ciò avviene in quanto 
le direzioni opposte, che presentano i ripiegamenti 
delle catene polipeptidiche del collageno e della tri- 
pla elica (Fig. 7.31), impediscono ai ripiegamenti di 
essere spinti al di fuori una volta posti sotto tensione 
(è interessante notare che i livelli successivi dei fasci 
di fibre nelle funi e nei cavi sono ripiegati in senso 
opposto). Le gerarchie elicoidali successive in altre 
proteine fibrose presentano orientamenti simili nel- 
le direzioni dei ripiegamenti, per esempio nella che- 
ratina (paragrafo 7.2A) e nelle proteine fibrose del 
muscolo (paragrafo 34.3A). 
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Figura 7.31 La tripla elica del collageno che mostra la curvatura delle 
eliche polipeptidiche sinistrorse per formare una superelica destrorsa. 
Le funi ed i cavi sono costruiti da una gerarchia di fasci di fibre curva- 
ti alternativamente in direzioni opposte. Una singola elica polipepti- 
dica ha 3,3 residui per giro e un passo di 10 A (contrariamente all’eli- 
ca poliprolina I! che ha 3 residui per giro ed un passo di 9,4 A; Fig. 
7.15). La tripla elica del collageno ha 10 unità Gly-X-Y per giro e 
un passo di 86,1 A. (Copyright © Irving Geis.) 
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Figura 7.32 Una proiezione della tripla elica del polimero simile al 
collageno (Gly-Pro-Pro)n, visto dalla sua estremità carbossiterminale. 
I residui Gly-X-Y in ogni catena sono sfalsati in senso verticale in 
modo che un residuo di Gly, uno di X ed uno di Y di tre catene 
diverse si vengano a trovare allo stesso livello lungo l’asse dell'elica. 
Le linee tratteggiate rappresentano i legami idrogeno tra il gruppo 
N—H della Gly e l'ossigeno dell’amminoacido successivo nella cate- 
na polipeptidica vicina. Ogni terzo residuo deve essere Gly, in quan- 
to non vi è spazio vicino all'asse dell'elica per la catena laterale di 
qualsiasi altro residuo. Le grosse catene laterali dei residui. di Pro 
sono situate alla periferia della tripla elica dove non hanno impedi- 
menti sterici. (Fonte: YONATH, A. e TRAUB, W., /. Mol. Biol., 43, p. 
461, 1969.) 


x 


Il collageno è organizzato in fibre 


Il collageno Tipo I, II e III forma fibrille striate 
(Fig. 7.33) con una periodicità di 680 À e con un dia- 
metro che varia da 100 a 2000 À a seconda del tipo 
di collageno e del tessuto di origine (gli altri tipi di 
collageno formano aggregati diversi simili a retico- 
li). Alcuni studi al computer con modelli strutturali 
hanno indicato che le molecole di collageno sono or- 
ganizzate lateralmente in una disposizione sfalsata 
(Fig. 7.34). Le porzioni chiare delle strutture striate 
corrispondono a «buchi» di 400 À sulla superficie 
della fibrilla posti tra le molecole di collageno che si 
trovano allineate testa verso coda. 

Il collageno contiene carboidrati legati covalente- 
mente, i quali possono corrispondere a quantità va- 
riabili tra lo 0,2% e il 12% del suo peso totale, a se- 
conda del tessuto di origine. 

I carboidrati sono costituiti principalmente da glu- 


LL 
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Residuo di 
idrossilisina 


H OH 


ver 


cosio e da galattosio e dai loro disaccaridi e sono lega- 
ti covalentemente a residui di 5-idrossilisina ad ope- 
ra di enzimi specifici. 

Anche se la funzione dei carboidrati nel collageno 
non è ancora nota, il fatto che essi siano localizzati 
nelle regioni delle fibrille con il «buco» fa pensare 
che siano coinvolti nell’organizzazione delle fibrille. 

La struttura del collageno gioca un ruolo fondamen- 
tale nella formazione dell’osso. Questo tessuto è co- 
stituito da una fase organica, principalmente il colla- 
geno, e da una fase inorganica, rappresentata dall’i- 
drossiapatite, Cas(PO)30H. Durante la formazione 
dell’osso, i cristalli iniziali di idrossiapatite si genera- 
no ad intervalli di 680 À, la stessa periodicità della 
fibrilla del collageno. Le regioni con il «buco» presen- 
ti nelle fibrille possono quindi agire come siti di nu- 
cleazione nel processo di mineralizzazione dell’osso. 


Molecola di collageno PPT 


Impacchettamento delle molecole 


Zona di sovrapposizione 
0,4D 
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Figura 7.34 Immagine a bande che presenta la fibra di collageno al 
microscopio elettronico; sopra, una rappresentazione schematica del- 
la disposizione sfalsata delle molecole di collageno che determina 
una superficie periodicamente dentellata. D, la distanza tra le striatu- 
re trasversali è circa 680 A e la lunghezza di una molecola di collage- 
no di 3 000 A è di 4,4 D. (Per gentile concessione di Karl A. Piez, 
Collagen Corporation.) 


Figura 7.33 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di colla- 
geno della pelle. (Per gentile concessione di Jerome Gross, Massa- 
chusetts General Hospital.) 


Le fibrille di collageno 
contengono legami trasversali covalenti 


L’insolubilità del collageno in solventi che pos- 
sono rompere i legami idrogeno e le interazioni ioni- 
che è spiegata dal fatto che questa struttura contiene 
legami trasversali (crociati) sia intramolecolari che in- 
termolecolari. Questi legami crociati non possono es- 
sere ponti disolfuro come nella cheratina, in quanto 
il collageno è praticamente privo di residui di Cys. 
Essi derivano invece dalle catene laterali di residui 
di Lys e di His mediante reazioni simili a quelle ri- 
portate nella Fig. 7.35. La lisil ossidasi, un enzima 
contenente Cu che converte i residui di Lys nell’al- 
deide allisina, è il solo enzima implicato nel proces- 
so di formazione dei legami trasversali. Possono le- 
garsi covalentemente tra loro fino a quattro catene 
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< Figura 7.35 Una via biosintetica per la formazione di legami trasver- 
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sali nel collageno tra le catene laterali di Lys, 5-idrossilisina e His. 
La prima tappa è la reazione catalizzata dalla lisil ossidasi, la deam- 
minazione ossidativa della Lys per formare l’aldeide allisina. Due di 
queste aldeide vanno incontro a condensazione aldolica per formare 
lallisina aldolo. Questo prodotto può reagire con His generando 
aldolo istidina. Questo, a sua volta, reagisce con la 5-idrossilisina 
per formare una base di Schiff (un legame imminico) e quindi il lega- 
me trasversale con quattro catene laterali. 


laterali. I legami crociati non si formano casualmen- 
te, ma tendono ad accumularsi nelle regioni 
C-terminale ed N-terminale della molecola del colla- 
geno. 

L’importanza dei legami crociati nelle funzioni nor- 
mali del collageno è dimostrata dalla malattia detta 
latirismo, che colpisce sia gli uomini che altri ani- 
mali in seguito all’ingestione continuata e regolare 
dei semi del pisello dolce Lathyrus odoratus. I sinto- 
mi di questa condizione patologica sono anomalie nel- 
le ossa e nelle giunzioni e ingrandimento dei vasi 
sanguigni, causati da un’aumentata fragilità delle fi- 
brille del collageno. L'agente scatenante del latirismo 
è il composto 


sà + 
N=C—CHo—CHo— NHy 
B-Aminopropionitrile 


che inattiva la lisil ossidasi legandosi covalentemente 
al suo sito attivo. Ciò determina una marcata ridu- 
zione dei legami crociati del collageno negli animali 
colpiti da latirismo. 

La quantità di legami crociati del collageno presen- 
te in un dato tessuto aumenta con l’età dell’animale. 
Questo fatto spiega perché la carne degli animali vec- 
chi è più dura di quella degli animali giovani. Infat- 
ti, le molecole individuali di collageno (chiamate tro- 
pocollageno) possono essere estratte soltanto dai tes- 
suti di animali molto giovani. La formazione dei le- 
gami crociati nel collageno non è la causa dell’invec- 
chiamento dell’organismo, come è dimostrato dal fat- 
to che agenti latirogenici (che impediscono la forma- 
zione dei legami trasversali) non rendono più lento 
il processo di invecchiamento. 


Tessuto Organizzazione 
Tendini Fasci paralleli 
Pelle Fogli di fibrille stratificate con angoli diversi 
Cartilagine Nessuna organizzazione particolare 
Cornea Fogli piani impaccati trasversalmente per 


minimizzare la riflessione della luce 
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Le fibrille del collageno in vari tessuti sono orga- 
nizzate in modo da riflettere le funzioni di quel par- 
ticolare tessuto (Tabella 7.3). Quindi i tendini (i cavi 
di connessione tra muscoli ed ossa), la pelle (un tes- 
suto esterno resistente agli strappi) e la cartilagine 
(che ha funzioni di supporto) devono resistere a stress 
in una, due o tre direzioni e le fibrille di collageno 
in essi presenti sono organizzate in modo adeguato. 
Come si formano le fibrille del collageno in queste 
strutture non è ancora noto. Alcuni dei fattori che 
guidano l’organizzazione delle molecole di collageno 
sono discussi nei paragrafi 30.5A e 30.5B. 


Disegno strutturale del collageno 


Studi su modelli basati sulla struttura ai raggi 
X delle fibre e sulla sequenza amminoacidica del col- 
lageno ci hanno permesso di formulare alcune ipote- 
si sulle basi energetiche sia della tripla elica che del- 
la formazione delle fibrille. La complessiva riduzio- 
ne dell’area accessibile al solvente dopo la formazio- 
ne della tripla elica, come pure la selettività nel na- 
scondere i residui non polari, è paragonabile a quel- 
la osservata nelle proteine globulari dopo la forma- 
zione delle loro strutture secondarie (paragrafo 7.40). 
Le singole molecole di collageno, come le a-eliche o 
le strutture 8 isolate, sono probabilmente solo relati- 
vamente stabili. La forza trainante che porta all’asso- 
ciazione delle molecole di collageno in fibrille è for- 
nita da altre interazioni idrofobiche che si vengono 
a generare nella fibrilla, analogamente a quanto ac- 
cade per le proteine globulari, quando i loro elemen- 
ti di struttura secondaria tendono ad ammassarsi. 


I difetti del collageno sono responsabili 
di una varietà di malattie nell’uomo 


[z42]Sono note alcune rare malattie ereditabili del 
collageno. Poche di queste derivano da sostituzioni 
amminoacidiche in una catena polipeptidica del col- 
lageno che probabilmente altera o impedisce la for- 
mazione della tripla elica del collageno. La maggior 
parte delle malattie associate al collageno dipendono 
invece da deficienze di un particolare tipo di collage- 
no o da quantità anormali di uno degli enzimi che 
partecipano ai processi di modificazione del collage- 
no, come la lisil idrossilasi o la lisil ossidasi. Un grup- 
po di almeno dieci malattie da deficienza di collage- 
no, le sindromi di Ehlers-Danlos, sono tutte carat- 
terizzate da iperestensibilità delle giunzioni e della 
pelle. La sindrome di Marfan ha sintomi simili. Il 
famoso violinista del diciannovesimo secolo Niccolò 


Figura 7.36 Niccolò Paganini (1782-1840) era così virtuoso che, si 
diceva, si fosse alleato con il diavolo. Ritratti e schizzi lo mostrano 
con un fisico angoloso e quando suonava il violino assumeva una 
posizione caratteristica che tendeva a minimizzare il peso che i suoi 
muscoli dovevano sopportare. Ciò ha consentito di diagnosticare re- 
trospettivamente che egli era affetto da una malattia del collageno 
nota come sindrome di Marfan. La malattia fornisce una spiegazione 
alle sue dita sottili ed iperestensibili che egli usava in modo straordi- 
nario quando suonava il violino. (New York Public Library, Perfor- 
ming Art Collection/PAR Archive.) 


Paganini (Fig. 7.36), uno dei virtuosi di questo stru- 
mento, soffriva di questa patologia, ma al tempo stes- 
so ne traeva un vantaggio. I difetti che riducono la 
stabilità o la quantità di collageno Tipo I sono asso- 
ciati a fragilità delle ossa come nell’osteogenesi im- 
perfetta. La gravità di questa malattia varia con la 
natura e la posizione della mutazione: anche la sosti- 
tuzione di un singolo amminoacido può avere conse- 
guenze letali. Le mutazioni possono alterare la strut- 
tura del collageno oppure il processo di formazione 
delle fibrille. Esse tendono inoltre ad essere domi- 
nanti in quanto modificano il ripiegamento della tri- 
pla elica o la formazione della fibrilla anche quando 
vi sono coinvolte catene normali. Tutte le sostituzio- 
ni amminoacidiche note nella tripla elica del collage- 
no tipo I determinano anomalie, stabilendo che l’in- 
tegrità strutturale di questa regione è essenziale per 
la funzione del collageno. 

Molte malattie degenerative presentano anomalie 
del collageno nel tessuto interessato: esempi sono le 
cartilagini nell’osteoartrite e nelle placche atero- 


*: sclerotiche fibrose nelle arterie dell’uomo. 
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D. Elastina, un ripiegamento non ripetitivo 


L’elastina è una proteina con proprietà elasti- 
che simile alla gomma, le cui fibre si possono allun- 
gare di diverse volte la loro naturale lunghezza. Essa 
è il principale componente del tessuto connettivo ela- 
stico giallo presente nei polmoni, nella parete dei 
grandi vasi sanguigni, come l’aorta, e nei legamenti 
elastici, come quelli del collo. Il tessuto connettivo 
bianco non elastico dei tendini contiene solo piccole 
quantità di elastina. L’iperestensibilità delle giunzio- 
ni e della pelle caratteristica di alcune malattie da 
deficienza di collageno dipende dalla perdita di rigi- 
dità originariamente conferita dal collageno, accop- 
piata alla presenza, però, nel tessuto di quantità nor- 
mali di elastina. 

L’elastina, come la fibroina della seta ed il collage- 
no, ha una composizione amminoacidica caratteristi 
ca. Essa è costituita principalmente da residui piccoli 
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e non polari: circa un terzo è rappresentato da Gly, 
un altro terzo da Ala+Val ed è ricca di residui di 
Pro. L’elastina contiene però solo pochi residui di 
idrossiprolina, l’idrossilisina non è presente ed i resi- 
dui polari sono pochi. 

L’elastina forma reticoli tridimensionali di fibre, 
senza una particolare periodicità, osservabili nelle fo- 
tografie al microscopio elettronico. Inoltre, in base 
alle ossservazioni ai raggi X, le fibre sono prive di 
una struttura secondaria regolare. 

I legami crociati nell’elastina sono formati dall’al- 

deide allisina, come avviene per il collageno (Fig. 7.35) 
ed i composti lisinonorleucina, desmosina ed iso- 
desmosina (vedi formula a sinistra in basso). 
La lisinonorleucina, che è anche presente nel colla 
geno, deriva dalla riduzione della base di Schiff (le- 
game imminico) formato dalla condensazione di una 
catena laterale di una Lys con una allisina (Fig. 7.35). 
La desmosina e l’isodesmosina sono tipiche dell’ela- 
stina e sono responsabili del suo colore giallo; esse 
si formano dalla condensazione delle catene laterali 
di tre allisine e di una lisina. Questi legami crociati 
sono apparentemente responsabili sia dell’elasticità 
della fibra di elastina che della sua insolubilità. 


3. PROTEINE GLOBULARI 


Le proteine globulari comprendono gruppi 
molto diversi di sostanze che, nel loro stato nativo, 
esistono sotto forma di molecole compatte e sferoida- 
li. Gli enzimi sono proteine globulari, come pure le 
proteine recettrici e di trasporto. In questo paragra- 
fo analizzeremo la struttura terziaria delle proteine 
globulari. Poiché la maggior parte delle nostre cono- 
scenze sulla struttura delle proteine, e quindi anche 
i riflessi sulla loro funzione, derivano da studi cri- 
stallografici ai raggi X di proteine globulari (anche 
se è stata recentemente sviluppata una tecnica alter- 
nativa sfruttando la risonanza magnetica nucleare — 
NMR — che comincia ad avere buoni risultati), ini- 
zieremo questa parte con una discussione sulla capa- 
cità e sulle limitazioni di questa tecnica. 


A. Interpretazione della struttura 
delle proteine ai raggi X 


La cristallografia ai raggi X è una tecnica che 
ci dà immagini dirette delle molecole. 1 raggi X posso- 
no essere usati per questi scopi in quanto l’incertez- 
za nella localizzazione di un oggetto è approssimati- 


Figura 7.37 Fotografia della diffrazione dei raggi X di un singolo cri- 


stallo di miogiobina di capodoglio. L'intensità di ogni massimo di 


diffrazione (quanto è scura ogni macchia) è una funzione della densi- 
tà elettronica del cristallo di mioglobina. La fotografia contiene sol- 
tanto una piccola frazione delle informazioni ottenibili con la diffra- 
zione da un cristallo di mioglobina. (Per gentile concessione di John 
Kendrew, Cambridge University.) 


vamente uguale alla lunghezza della radiazione uti- 
lizzata per osservarlo (la lunghezza d’onda dei raggi 
X ed i legami covalenti hanno distanze simili di circa 
1,5 À; le singole molecole non possono essere osser- 
vate al microscopio ottico perché la luce visibile ha 
una lunghezza d’onda minima di 4 000 À). Non è esat- 
tamente la stessa cosa parlare di microscopia elettro- 
nica ed ottica in quanto, per esempio, non vi sono 
lenti per i raggi X. In questi strumenti, un cristallo 
di una molecola che deve essere osservata viene espo- 
sto ad un fascio collimato di raggi X monocromatici 
ed il conseguente quadro di diffrazione viene regi 
strato su una lastra fotografica (Fig. 7.37) oppure da 
un contatore di radiazioni. Le intensità delle radia- 
zioni massime (il colore scuro delle macchie sulla la- 
stra) sono utilizzate per costruire matematicamente 
l’immagine tridimensionale della struttura del cri- 
stallo mediante metodi che esulano dagli scopi di que- 
sto testo. Discuteremo soltanto alcuni dei problemi 
speciali associati all’interpretazione delle strutture cri- 
stalline ottenute ai raggi X delle proteine. 

I raggi X interagiscono quasi esclusivamente con 
gli elettroni della materia e non con i nuclei. Una 
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struttura ai raggi X è quindi un'immagine della den- 
sità degli elettroni dell’oggetto che si sta studiando. 
Queste mappe della densità elettronica possono 
mostrare una serie di sezioni parallele dell'oggetto. 
In ogni sezione, la densità elettronica viene rappre- 
sentata da linee più o meno circolari (Fig. 7.38a) si- 
mili a quelle che rappresentano le altitudini nelle 
mappe topografiche. Un insieme sovrapposto di que- 
ste mappe disegnate su fogli trasparenti genera una 
mappa tridimensionale della densità elettronica (Fig. 
7.38b). Le analisi strutturali moderne sono ora effet- 
tuate con l’aiuto di computer grafici, che mostrano 
le mappe di densità degli elettroni in tre dimensioni 
(Fig. 7.380). 


Le strutture dei cristalli delle proteine 
hanno una risoluzione minore di quella atomica 


Le molecole in un cristallo proteico, come in 
altre sostanze cristalline, sono disposte sotto forma 
di reticolo (lattice) tridimensionale regolare. I cristal- 
li proteici differiscono però da quelli della maggio- 
ranza delle piccole molecole organiche ed inorgani- 
che essendo altamente idratati; circa il 40-60% del 
loro volume è rappresentato da acqua. Il solvente ac- 
quoso utilizzato per la cristallizzazione è necessario 
per conservare l’integrità strutturale dei cristalli pro- 
teici; queste osservazioni sono state fatte da John D. 
Bernal e da Dorothy Crowfoot Hodgkin nel 1934, 
quando iniziarono a studiare ai raggi X i cristalli di 
proteine. L’acqua è necessaria per l’integrità struttu- 
rale non solo del cristallo, ma anche della conforma- 
zione nativa della proteina stessa (paragrafo 7.4). 

Il grande contenuto in solvente dei cristalli protei- 
ci li rende molli, con una consistenza simile al gel, 
e quindi le molecole non presentano il caratteristico 
ordine rigido dei cristalli delle piccole molecole co- 
me la glicina o il cloruro di sodio. Le molecole in 
un cristallo proteico sono disordinate e si spostano 
dalla posizione corretta anche di alcuni Angstròm; 
la corrispondente mappa di densità elettronica viene 
ad essere priva delle informazioni concernenti i det- 
tagli strutturali più minuti. Si dice, quindi, che il cri- 
stallo ha un limite di risoluzione che corrisponde al 
disordine delle molecole. I cristalli proteici hanno li- 
miti di risoluzione che possono variare da 2 a 3,5 À; 
alcune proteine sono più ordinate ed hanno risolu- 
zioni superiori, altre invece sono più disordinate e 
presentano una risoluzione inferiore. 

Poiché la mappa di densità elettronica di una pro- 
teina deve essere interpretata, cioè devono essere de- 
finite le posizioni dei suoi atomi, l’accuratezza e an- 
che la fattibilità stessa dell’analisi strutturale dipen- 
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(c) 


Figura 7-38 Mappe di densità elettronica delle proteine. (a) Una se- 
zione trasversale della mappa di densità elettronica a 2,0 À di risolu- 
zione della mioglobina di capodoglio che contiene un gruppo eme 
(in rosso). Il largo picco al centro della mappa rappresenta la densità 
elettronica dell'atomo di Fe. (Fonte: KENDREW, ].C., DICKERSON, R.E., 
STRANDBERG, B.E., HART, R.G., Davies, D.R., PHilups, D.C. e SHORE, 
V,C., Nature, 185, p. 434, 1960.) (b) Una porzione della mappa di 
densità elettronica della mioglobina a 1,4 A di risoluzione costruita 
con la sovrapposizione di una serie di fogli trasparenti con disegnate 
le varie linee di densità. Le macchie sono state poste sulle posizioni 
determinate per gli atomi diversi dall’idrogeno. Il gruppo eme è visto 
di fianco insieme ai due residui di His a cui è associato e ad una 
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molecola di acqua (W). Un'a-elica, detta elica E, si estende sul fon- 
do della mappa. Un'altra a-elica, l'elica C, è visibile in alto a destra. 
Notate il foro lungo il suo asse. (Per gentile concessione di John Ken- 
drew, Cambridge University.) (c) Una porzione della mappa di densi- 
tà elettronica alla risoluzione di 3,0 A di un rinovirus umano (che 
causa il raffreddore, paragrafo 32.20) riportata tridimensionalmente 
da un computer e mostrata come coppia stereo. È riportato il contor- 
no di un solo livello (in arancio) insieme ad un modello atomico 
del corrispondente segmento polipeptidico (in bianco). Le istruzioni 
per l'osservazione di immagini stereo sono date nell’appendice di 
questo capitolo. (Per gentile concessione di Michael Rossmann, Ed- 
ward Arnold e Gerrit Vriend, Purdue University.) 
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de dal limite di risoluzione del cristallo. La Figura 
7.39 mostra come la qualità (la messa a fuoco) della 
mappa di densità degli elettroni vari con il limite 
di risoluzione. Ad una risoluzione di 6 A, non è pos- 
sibile identificare la struttura di una molecola come 
la dichetopiperazina. Ad una risoluzione di 2,0 À, 
non è possibile distinguere gli atomi, ma la forma 
della molecola e già sufficientemente evidente. Ad 
una risoluzione di 1,5 À, che grosso modo corrispon- 
de alla distanza interatomica di un legame, diventa- 
no visibili anche gli atomi; ad una risoluzione di 
1,1 À, gli atomi sono invece chiaramente visibili. 

Le strutture dei cristalli proteici sono troppo poco 
definite nelle loro mappe di densità elettronica e non 
rivelano la posizione di ciascun atomo (ad esempio, 
vedi Fig. 7.38). È possibile tracciare da queste mappe 
la forma dello scheletro della catena polipeptidica che, 
a sua volta, consente di posizionare ed orientare le 
catene laterali dei vari residui amminoacidici (Fig. 
7.38c). Le catene laterali con forma e dimensioni si- 
mili, come quelle dei residui Leu, Ile, Thr e Val, non 
possono essere distinte tra loro con un ragionevole 
grado di sicurezza (gli atomi di idrogeno, non aven- 
do altro che un elettrone, non sono visibili nelle strut- 
ture ai raggi X) e quindi la struttura delle proteine 
non può essere stabilita solo dalla loro mappa di den- 
sità elettronica. Infatti è necessario conoscere la loro 
struttura primaria, in modo da ricostruire la sequen- 
za amminoacidica sulla mappa di densità elettroni- 
ca. Elaborazioni matematiche possono alla fine ridur- 
re gli errori nella posizione degli atomi della struttu- 
ra del cristallo a circa 0,1 À (al contrario, gli errori 
nella determinazione della struttura di piccole mole- 
cole sono nell’ordine di 0,001 À). 


(4) Risoluzione a 6,0 À 


Figura 7.39 Sezione trasversale della mappa di densità elettronica 
della dichetopiperazina, calcolata alle risoluzioni indicate. Gli atomi 


(b) Risoluzione a 2,0 À 


Determinazione della struttura delle proteine 
con PNMR-2D 


La determinazione della struttura tridimensio- 
nale di piccole proteine globulari in soluzione acquo- 
sa è stata resa possibile dallo sviluppo, circa una deca- 
de fa, della spettroscopia NMR bidimensionale 
(2D) (ora disponiamo anche di tecniche 3D e 4D). Le 
misure di NMR, la cui descrizione non è ovviamente 
oggetto di questa discussione, forniscono le distanze 
interatomiche tra specifici protoni che sono in una pro- 
teina nativa a meno di 5 À. Queste distanze, insieme 
alle costrizioni geometriche conosciute, come le distan- 
ze e gli angoli del legame peptidico, la planarità dei 
gruppi, la chiralità ed i raggi di van der Waals, ven- 
gono usati per calcolare la struttura tridimensionale 
di una proteina. Questa tecnica in rapido sviluppo ha, 
al giorno d’oggi, una precisione che, nei casi più favo- 
revoli, è grosso modo paragonabile a quella della cri- 
stallografia ai raggi X ad una risoluzione di 2-2,5 À 
ed è limitata a proteine che non abbiano più di 200 
residui amminoacidici. Nei casi in cui è stata determi- 
nata la struttura di una particolare proteina sia con 
la cristallografia ai raggi X e sia con la tecnica 
dell’NMR, le due strutture si sono dimostrate poi molto 
simili. Sono pochi i casi in cui le due tecniche presen- 
tano differenze reali e sostanziali e, in particolare, ri- 
guardano residui sulla superficie. I metodi NMR pos- 
sono determinare la struttura di proteine e di altre 
macromolecole che non cristallizzano. Poiché l’NMR 
può seguire movimenti in tempi che possono variare 
anche 10 ordini di grandezza, la metodica può essere 
usata per studiare il ripiegamento delle proteine e la 
dinamica del processo (Capitolo 8). 


(c) Risoluzione a 1,5 À (d) Risoluzione a 1,1 À 


di idrogeno non appaiono per il loro basso livello di densità elettroni 
ca. (Fonte: HobGKIN, D.C., Nature, 188, p. 445, 1960.) 
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Modelli di ripiegamento delle proteine 


A tutt'oggi sono note le strutture ad alta risolu- 
zione di circa 400 proteine e questo numero sta rapi- 
damente crescendo. Confrontando la struttura di que- 
Ste proteine, si osserva che gli elementi della struttu- 
ra secondaria si dispongono in un numero di model- 
li geometrici basali sorprendentemente piccolo per 
formare la struttura terziaria. L’analisi di questi mo- 
delli ci suggerisce che la struttura terziaria sia so- 
stanzialmente razionalizzabile nei termini di poche 
e relativamente semplici costrizioni strutturali, co- 
me la rigidità dello scheletro peptidico, la tendenza 
degli elementi della struttura secondaria adiacenti nel- 
la sequenza della proteina a ripiegarsi l’uno di fian- 
co all’altro con andamenti antiparalleli e la necessità 
di avvicinare il più possibile le superfici di contatto 
degli elementi della struttura secondaria spazialmente 
vicini. Anche se possediamo queste informazioni, non 
siamo ancora in grado di predire correttamente il 
ripiegamento di un particolare polipeptide. 


Molte proteine allo stato cristallino mantengono 
la loro conformazione nativa 


Qual è la relazione tra la struttura di una pro- 
teina in un cristallo e quella in soluzione, condizione 
in cui una proteina normalmente funziona? Nume- 
rose evidenze sperimentali suggeriscono che una pro- 
teina cristallina assuma praticamente la stessa strut- 
tura che ha in soluzione: 


1. Una molecola proteica in un cristallo è essenzial- 
mente in soluzione in quanto è in contatto con 
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il solvente di cristallizzazione su tutta la sua su- 
perficie, a parte alcune zone in cui è invece in 
contatto con le molecole proteiche vicine. 

Una proteina può cristallizzare in una delle di- 
verse forme o «abiti cristallini», a seconda delle 
condizioni di cristallizzazione, che differiscono in 
base alla disposizione delle molecole proteiche nel- 


2 


lo spazio relativamente alle altre presenti nello 


stesso cristallo. In alcuni casi, quando sono state 
analizzate diverse forme cristalline della stessa 
proteina, si è osservato che le molecole avevano 
la stessa conformazione. Evidentemente le forze 
che tendono ad accumulare le molecole proteiche 
nel cristallo non modificano in modo significati- 
vo la loro struttura tridimensionale. 

3. L’evidenza più certa sul fatto che le proteine cri- 
stalline abbiano strutture biologicamente rilevan- 
ti è data dall’osservazione che molti enzimi sono 
cataliticamente attivi nello stato cristallino. L’atti- 
vità catalitica di un enzima è molto sensibile all’o- 
rientamento relativo dei gruppi coinvolti nel le- 
game del substrato e nella catalisi (Capitolo 14). 
Gli enzimi cristallini attivi devono quindi avere 
conformazioni molto simili alle conformazioni che 
essi assumono in soluzione. 


Le molecole proteiche sono illustrate 
molto efficacemente in forme semplificate 


Le diverse centinaia di atomi diversi dall’idro- 
geno di una proteina, anche piccola, rendono la com- 
prensione della sua struttura dettagliata uno sforzo 
considerevole e non sempre possibile. Il sistema più 
istruttivo per lo studio della struttura di una protei- 


Figura 7.40 Rappresentazione stereo 

. ottenuta al computer della mioglobi- 
na di capodoglio in cui i C,, sono rap- 
presentati dalle palline e i gruppi pep- 
tidici dalle linee diritte. | 153 residui 
che costituiscono la molecola sono ri- 
piegati in otto a-eliche (rimarcate nel 
disegno dall’ombreggiatura), connes- 
se da piccoli polipeptidi di legame. 
Il gruppo eme legato alla proteina (in 
viola) complessato con l’O, (la sfera 
in arancio) è mostrato in stretta con- 
nessione con le catene laterali di due 
residi di His (in azzurro). Per una 
maggiore chiarezza non sono stati ri- 
portati gli atomi di idrogeno. Le istru- 
zioni per l'osservazione di immagini 
stereo -sono date nell’appendice di 
questo capitolo. (Copyright © Irving 
Geis.) 


. analoga a quella riportata nella Fig. 7.40. Per chiarezza, un 
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Estremità amminica della catena 
Figura 7.41 Rappresentazione della mioglobina di capodoglio 


gruppo propionico del gruppo eme è stato spostato dalla sua 
posizione originale. | residui amminoacidici sono numerati a 
partire dall’N-terminale e le otto a-eliche sono indicate con 
lettere maiuscole, dalla A alla H. (Copyright © Irving Geis.) 


na è quello di disporre e di esaminare il modello (a 
palle e bastoncini) del suo scheletro. Sfortunatamen- 
te, questi modelli non sono sempre disponibili e le 
loro fotografie sono troppo confuse e zeppe di atomi 
per poter essere utilizzate. Una pratica alternativa 
è rappresentata da una immagine tridimensionale ge- 
nerata da un computer in cui lo scheletro della cate- 
na polipeptidica viene mostrato solo con i suoi atomi 
di C, e poche catene laterali importanti (Fig. 7.40). 
Un’altra possibilità è la ricostruzione artistica di un 
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modello della proteina che è stato semplificato e leg- 
germente distorto per aumentare la chiarezza del- 
l’immagine (Fig. 7.41). Un ulteriore livello di astra- 
zione può essere ottenuto dalla rappresentazione della 
proteina sotto forma di disegno in cui viene esaltata 
la sua struttura secondaria (Fig. 7.42; vedi anche Fig. 
7.19). I disegni generati da un computer di modelli 
spaziali come quelli riportati nelle Figure 7.12 e 7.18 
possono essere utilizzati per illustrare alcune carat- 
teristiche della struttura delle proteine. 
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Figura 7.42 Disegno della mioglobina di capodoglio, con un orienta- 
mento simile a quello delle molecole nelle Figg. 7.40 e 7.41, che 
enfatizza la struttura secondaria elicoidale della proteina (i cilindri). 
Il disco rosa con una sfera bianca al centro rappresenta il gruppo 
eme, con il suo atomo di ferro, legato alla proteina. Sono inoltre 
mostrate molte delle catene laterali dell'elica H, quelle polari in az- 
zurro e quelle non polari in rosso. (Copyright © Irving Geis.) 


B. Struttura terziaria 


La struttura terziaria (struttura II) di una 
proteina è la sua disposizione tridimensionale, cioè 
i ripiegamenti dei suoi elementi di struttura secon- 
daria, insieme alla disposizione spaziale delle sue ca- 
tene laterali. La prima struttura ai raggi X di una 
proteina, quella della mioglobina di capodoglio, fu 
ottenuta alla fine degli anni ’50 da John Kendrew 
e dai suoi collaboratori. La catena polipeptidica ha 
un andamento tortuoso simile ad un verme ed i ri- 
cercatori furono all’inizio piuttosto sconcertati da que- 


sta mancanza di regolarità. Negli anni seguenti, fu- 
rono studiate le strutture di più di 200 proteine. Ognu- 
na di esse era un’entità molto complessa ed unica 
nel suo genere. Le loro strutture terziarie hanno pe- 
rò alcune caratteristiche in comune, come vedremo: 
in seguito. 


Le proteine globulari contengono 
sia a-eliche che strutture # 


[252]1 tipi principali di elementi della struttura se- 
condaria, le a-eliche ed i foglietti ripiegati 8, sono 
presenti nelle proteine anche se in proporzioni di- 
verse. Alcune proteine, come la mioglobina, sono co- 
stituite soltanto da a-eliche che terminano con corte 
catene di connessione aventi una conformazione ri- 
piegata (Fig. 7.42). Altre proteine, come la concana- 
valina, sono invece prive di elementi ad a-elica ed 
hanno un elevato numero di strutture 8 (Fig. 7.43). 
La maggioranza delle proteine ha, però, quantità si- 
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Figura 7.43 La proteina concanavalina A del fagiolo contiene molte 
regioni con struttura 8 antiparallela, qui rappresentate dalle frecce 
che puntano verso il C-terminale della catena polipeptidica. Le palli- 
ne rappresentano ioni metallici legati alla proteina. Il foglietto sul 
fondo è riportato con modelli spaziali nella Fig. 7.18. (Tratta da un 
disegno di Jane Richardson, Duke University.) 


Figura 7-44 Struttura dell’anidrasi car > 
bonica umana, in cui le a-eliche sono 
rappresentate dai cilindri ed ogni cate- 
na del foglietto 8 è riportato sotto for- 
ma di freccia che punta verso il C- 
terminale della catena polipeptidica. La 
pallina in grigio posta nel centro rap- 
presenta uno ione Zn?*, coordinato a 
tre catene laterali di His (in blu). Notate 
che il C-terminale è ripiegato intorno ad 
un cappio formato dalla catena polipep- 
tidica. L'anidrasi carbonica è una delle 
poche proteine in cui la sua struttura 
forma un nodo. (Fonte: KANNAN, K.K., 
LiljAs, A., WAARA, l., BERGSTEN, P.-C., 
LovGRren, S., STRANDBERG, B., BENGTS- 
SON, }., CARLBOM, U., FRIEDBORG, K., JA- 
RUP, L. e PETEF, M., Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., 36, p. 221, 1971.) 
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gnificative sia dell’uno che dell’altro tipo di struttu- 
ra secondaria (in media circa il 27% di a-elica ed il 
23% di struttura £8). La carbonico anidrasi umana 
(Fig. 7.44), come pure la carbossipeptidasi e la trioso 
fosfato isomerasi (Fig. 7.19) sono esempi di questo 
tipo di proteine. 


La localizzazione delle catene laterali 
varia con la polarità 


[253]In genere la struttura primaria delle proteine 
globulari manca di sequenze ripetitive o pseudoripe- 
titive che sono invece responsabili delle conforma- 
zioni regolari delle proteine fibrose. Nelle proteine 
globulari le catene laterali sono distribuite spazial- 
mente in base alla loro polarità: 


1. I residui non polari Val, Leu, Ile, Met e Phe sono 
quasi sempre presenti all’interno della proteina al 
di fuori del contatto con il solvente acquoso. Le 
interazioni idrofobiche che questa distribuzione 
genera, che sono poi largamente responsabili del- 
le strutture delle proteine native, saranno ulte- 
riormente discusse nel paragrafo 7.4C. 

2. I residui polari carichi Arg, His, Lys, Asp e Glu 
sono localizzati quasi costantemente sulla super- 
ficie delle proteine in contatto con il solvente ac- 
quoso. L’immersione di uno ione nell’interno vir- 
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Residui 
esposti 
sulla superficie 


Figura 7.45 Rappresentazione a ruota dell'elica H della miogiobina 
in cui viene proiettata su un piano la posizione delle catene laterali. 
Per ogni residuo è indicata sia la sua posizione nella sequenza della 
catena polipeptidica che la sua posizione nell’a-elica. | residui che 
giacciono nel lato dell'elica che guarda verso l'interno della proteina 
sono tutti non polari. Gli altri residui, eccetto la Leu 137, che ha 
contatti con il segmento che unisce le eliche E ed F (Figg. 7.40 e 
7.41), sono esposti al solvente e sono tutti più o meno polari. Con- 
frontate questo diagramma con il disegno dell'elica H nella Fig. 7.42. 


tualmente anidro di una proteina comporta la per- 
dita della maggior parte della sua energia di idra- 
tazione. Nei rari casi in cui gruppi carichi sono 
presenti all’interno di una proteina, essi hanno di 
solito funzioni chimiche specifiche come quella di 
promuovere la catalisi o di partecipare al legame 
di un metallo (ad esempio, i residui di His che 
legano metalli nelle Figg. 7.41 e 7.44). 

3. I residui polari non carichi Ser, Thr, Asn, Gln, 
Tyr e Trp sono normalmente sulla superficie del- 
le proteine, ma frequentemente si riscontrano an- 
che nel loro interno. In quest’ultimo caso, questi 
residui sono impegnati nella formazione di lega- 
mi idrogeno con altri gruppi della proteina. Vir- 
tualmente ogni donatore di legami idrogeno im- 
merso nella proteina forma un legame idrogeno 
con un accettore altrettanto immerso; in questo 
modo, il legame idrogeno che si genera «neutra- 
lizza» la polarità dei gruppi che partecipano alla 
sua formazione. 
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Residui 
i che guardano 
verso l'interno 


Questa distribuzione delle catene laterali è partico- 
larmente chiara nelle Figure 7.42 e 7.45, che mostra- 
no le catene laterali degli amminoacidi esposte sulla 
superficie e all’interno dell’elica H della mioglobina. 


I nuclei delle proteine globulari sono opportu- 
namente organizzati 


Le proteine globulari sono piuttosto compatte; 
nel loro interno lo spazio libero è molto poco e le 
molecole di acqua sono praticamente escluse da que- 
sto compartimento. L’organizzazione simile a micel- 
le che assumono le loro catene laterali (i gruppi pola- 


‘ ri all’esterno e i gruppi non polari all’interno) ha ge- 


nerato la definizione di «gocce di olio con un rivesti- 
mento polare». Questa generalizzazione, anche se mol- 
to pittoresca, manca però di precisione. La densità 
di «impacchettamento» (il rapporto tra il volume 
compreso nelle sacche di van der Waals degli atomi 
in una regione e il volume totale di quella regione) 
delle regioni interne delle proteine globulari ha va- 
lori medi di circa 0,75, che è nello stesso ordine di 
grandezza di quello dei cristalli delle piccole moleco- 
le organiche. Le sfere di ugual volume e ben impac- 
cate hanno una densità di 0,74, mentre i liquidi or- 
ganici (le gocce di olio) hanno valori che stanno prin- 
cipalmente tra 0,6 e 0,7. L’interno delle proteine glo- 
bulari è quindi più simile ad un cristallo che ad una 
goccia di olio, cioè è organizzato in modo appropriato. 
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Figura 7.46 Una subunità dell'enzima gliceraldeide-3-fosfato deidro- 
genasi dal Bacillus stearothermophilus. Il polipeptide si ripiega in due 
domini distinti. Il primo dominio (in rosso, residui 1-146) lega il 
NAD* (in nero) vicino all'estremità del foglietto 8 antiparallelo; il 


Î È H 
È H 
da 
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secondo dominio (in verde) lega la gliceraldeide-3-fosfato (non indi- 
cata). (Fonte: BieseckER, G., HARRIS, ].1., THIERRY, J.C., WALKER, J.E. e 
WONACOTT, A., Nature, 266, p. 331, 1977.) 


t 
' 


i 


irncialilica 
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I polipeptidi grandi formano domini 


[355] Le catene polipeptidiche costituite da più di 200 
residui si ripiegano in due o più nuclei globulari det- 
ti domini, che danno alle proteine una forma bilo- 
bata o multilobata, se i domini sono numerosi. La 
maggior parte dei domini contiene da 100 a 200 resi- 
dui amminoacidici ed ha un diametro medio di circa 
25 À. Ogni subunità della gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi, per esempio, ha due domini distinti 
(Fig. 7.46). Una catena polipeptidica si muove avanti 
ed indietro all’interno di un dominio ma, di solito, 
domini consecutivi sono collegati da un solo segmen- 
to polipeptidico (in pochissimi casi due). I domini so- 
no quindi unità strutturali indipendenti ognuno dei 
quali ha le caratteristiche di una piccola proteina glo- 
bulare. La proteolisi limitata, in qualche caso, libera 
i domini che compongono una proteina senza altera- 
zioni grossolane della loro struttura. L’organizzazio- 
ne a domini di una proteina non sempre è facile da 
individuare in quanto i suoi domini possono presen- 
‘tare contatti così estesi gli uni con gli altri da far 
sì che la proteina appaia come una singola entità glo- 
bulare. 

Spesso i domini hanno funzioni specifiche come ad 
esempio il legame di una piccola molecola. Nella Fig. 
7.46, il composto nicotinamide adenina dinucleo- 
tide (NAD*) si lega al primo dominio della 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi. I siti di legame 
per piccole molecole sono spesso presenti nelle pro- 
teine con molti domini in fessure tra due domini, 
cioè queste molecole vengono legate da gruppi che 
appartengono a due domini diversi. Questa disposi- 
zione dei gruppi leganti deriva in parte dalla neces- 
sità di avere un'interazione flessibile tra la proteina 
e la piccola molecola, cosa che una connessione cova- 
lente ma pieghevole tra i due domini può consentire. 


Figura 7.48 Confronto tra i ripiegamenti dello scheletro polipeptidico 
in forma di B-barile (a destra) con motivi geometrici comunemente 
usati per decorare tessuti e ceramiche nel Nordamerica e nell'antica 
Grecia (a sinistra). (a) Canestro policromo nordamericano e scheletro 
polipeptidico della rubredossina di Clostridium pasteurianum che mo- 
stra i suoi meandri 8. (Museum of American Indian, Heye Founda- 
tion.) (b) Anfora greca con figure in rosso con un bordo a «greche» 
che mostra Cassandra ed Aiace (circa 450 a.C.) e scheletro polipepti- 
dico della prealbumina umana con il suo aspetto di motivo a «greca». 
{The Metropolitan Museum of Art. Fletcher Fund, 1956.) (c) Manufat- 
to rosso degli Indiani Anasazi a forma di brocca proveniente dal Nuo- 
vo Messico e scheletro polipeptidico della trioso fosfato isomerasi 
di muscolo di coniglio con le sue unità Ba8 ben visibili. Questo 6- 
barile è riportato anche nella Fig. 7.196. (Museo of American Indian, 
Heye Foundation.) (Fonte: RICHARDSON 1.5. Nature, 268, p. 498, 
1977.) 


@ (b) 
Figura 7.47 Rappresentazione schematica di (a) un'unità Baf, (5) un'u- 
nità ce e (4 un meandro 8. 


[256] 
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Le strutture supersecondarie 
hanno ruoli strutturali e funzionali 


Alcuni raggruppamenti di elementi di struttu- 
ra secondaria, chiamati strutture supersecondarie, 


sono presenti in molte proteine globulari non corre- 
late tra loro: 


1. La forma più comune di superstruttura seconda- 
ria è l’unità #@f in cui la connessione trasversale 
destrorsa tra due catene parallele consecutive in 
struttura #8 è costituita da un’a-elica (Fig. 7.470). 

2. Un’altra struttura supersecondaria comune, l’an- 
sa (meandro) f, è costituita da un foglietto anti- 
parallelo i cui segmenti sequenziali sono connessi 
da ripiegamenti inversi relativamente compatti 
(Fig. 7.47D). 

3. Nelle unità a, due a-eliche antiparallele conse- 
cutive tendono a compattarsi l’una sull’altra con 
gli assi inclinati in modo da favorire energetica- 
mente l’interazione tra le loro catene laterali (Fig. 
7.47c). Questo tipo di associazione stabilizza an- 
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Figura 7.49 Rappresentazione ideale del dominio che lega il coenzi- 
ma di molte deidrogenasi. Questo dominio è costituito da due entità 
strutturalmente simili, disegnate qui una in giallo e l'altra in blu, ognuna 
delle quali è in grado di legare una porzione di NAD*. Notate che 
ognuna delle due parti consiste di due unità B@f del tipo illustrato 
nella Fig. 7.47a. Confrontate questa figura con il dominio che lega 
il NAD* della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 7.46). (Fon- 
te: ROSSMANN, M.G., Liljas, A., BRANDEN, C.-l. e BEANASZAK, L.}., in 


BovrR, P.D., (curatore), The Enzymes, Vol. 11, 3* ed 8 
mic Press, 1975.) h ' More 


che la struttura dell’a-cheratina (paragrafo 7.2A). 
4. I foglietti ripiegati 8 tendono spesso ad arrotolar- 
si per formare un f-barile (Fig. 7.19b). Le tre di- 
verse topologie dei f8-barili (i modi in cui sono di- 
sposte le catene e le loro interconnessioni) hanno 
preso nome dalle analogie tra le loro strutture ed 
i motivi geometrici riportati su tessuti e vasi del- 
l’antica Grecia o del Nordamerica (Fig. 7.48). 


Le strutture supersecondarie possono avere ruoli sia 
strutturali che funzionali. Un’unità BaB6, per esern- 
pio, in cui le catene 8 formano un foglietto parallelo 
con connessioni trasverse destrorse ad a-elica (una 
unità Ba doppia) forma, come ha dimostrato Michael 
Rossmann, un sito di legame per nucleotidi in molti 
enzimi che presentano questa capacità (Fig. 7.49). In 
alcuni enzimi, la seconda a-elica di questo ripiega- 
mento che lega nucleotidi (detto anche ripiega- 
mento di Rossmann) viene sostituito da un tratto 
polipeptidico con struttura non elicoidale. Ciò avvie- 
ne per esempio tra le catene BE e BF della gliceral- 
deide-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 7.46). 
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4. STABILITA DELLE PROTEINE 


Per quanto possa sembrare incredibile, le mi- 
surazioni termodinamiche indicano che le proteine 
native sono entità solo marginalmente stabili nelle 
condizioni fisiologiche. L’energia libera necessaria per 
denaturarle è approssimativamente 0,4 kJ - mol! di 
residui amminoacidici e quindi una proteina con 100 
amminoacidi è stabile soltanto fino a circa 
40 kJ- mol-!. Al contrario, l’energia necessaria a 
rompere un tipico legame idrogeno è circa 
20 kJ - mol-!. Le varie influenze non covalenti a cui 
sono sottoposte le proteine — interazioni elettrostati- 
che (sia attrattive che repulsive), i legami idrogeno 
(sia intramolecolari che con l’acqua) e le forze idro- 
fobiche — hanno ognuna ampiezze che possono rag- 
giungere le migliaia di kJ per mole se consideriamo 
la proteina nel suo complesso. Di conseguenza, la 
struttura di una proteina dipende dal delicato equili- 
brio tra forze che si controbilanciano. In questo para- 
grafo discuteremo la natura di queste forze e, alla 
fine, vedremo la denaturazione delle proteine, cioè 
come queste forze possono essere annullate. 


A. Forze elettrostatiche 


Le molecole sono insiemi di particelle elettrica- 
mente cariche e quindi, con un ragionevole grado 
di approssimazione, le loro interazioni sono deter- 
minate dalle leggi dell’elettrostatica classica (calcoli 
più esatti richiedono l'applicazione della meccanica 
quantistica). L’energia di associazione U di due cari- 
che elettriche, q1 e ga, separate da una distanza r 
viene calcolata integrando l’espressione dell’equazio- 
ne di Coulomb [equazione 2.1], per determinare il 
lavoro necessario a separare queste cariche ad una 
distanza infinita: 


u=tt% [7.1] 
Dr 


dove k corrisponde a 9,0Xx 10°J-m-C7* e Dè la co- 
stante dielettrica del mezzo in cui le cariche sono 
immerse (ricordate che D è uguale a 1 per il vuoto 
e tende ad aumentare con la polarità del mezzo; Ta- 
bella 2.1). La costante dielettrica di una regione delle 
dimensioni di una molecola è difficile da calcolare; 
per l’interno di una proteina viene di solito conside- 
rato intorno a valori che vanno da 2 a 5, in analogia 
con le costanti dielettriche misurate su sostanze che 
hanno polarità simili come il benzene e l’etere dieti- 
lico. Anche se queste forze sono tra le più importan- 
ti nel governare la conformazione di una proteina, 
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la loro quantificazione può essere fonte di errori con- 
siderevoli nella determinazione della stabilità delle 
proteine. Le interazioni elettrostatiche sono infatti ca- 
ratterizzate da distanze interatomiche superiori a 
quelle delle altre interazioni intramolecolari e quin- 
di possono coinvolgere molti atomi diversi, mentre 
gli altri tipi di forze possono essere descritti molto 
più facilmente. 


Le interazioni ioniche sono forti 
ma non stabilizzano in ugual misura le proteine 


L’associazione di due gruppi proteici ionici con 
carica opposta è nota come coppia ionica oppure 
ponte salino. In base all’equazione [7.1], l'energia 
di una coppia ionica tipica, ad esempio il gruppo car- 
bossilico di un residuo di Glu ed il gruppo amminico 
di un residuo di Lys, i cui centri di carica sono sepa- 
rati da 4,0 À in un mezzo con una costante dielettri- 
ca di 4, è —-86 kJ- mol”! (una carica elettronica è 
uguale a 1,60 x 107!9 C). Gli ioni liberi in soluzioni 
acquose sono altamente solvatati e quindi l'energia 
libera di solvatazione di due ioni separati è circa ugua- 
le all’energia libera di formazione della coppia ioni- 
ca non solvatata. Le coppie ioniche contribuiscono quin- 
di poco alla stabilità della struttura nativa delle pro- 
teine. Ciò spiega perché le coppie ioniche non solva- 
tate non sono quasi mai presenti nelle proteine e per- 
ché le coppie ioniche esposte sulla superficie all’azio- 
ne del solvente acquoso sono così poco conservate 
tra proteine omologhe. 


Le interazioni dipolo-dipolo sono deboli 
ma stabilizzano la struttura delle proteine 


L’associazione non covalente tra molecole elet- 
tricamente neutre, note con il nome collettivo di for- 
ze di van der Waals, deriva da interazioni elettro- 
statiche tra dipoli indotti o permanenti. Queste forze 
sono responsabili delle numerose interazioni di va- 
ria lunghezza tra atomi vicini ma non legati tra loro. 
(11 legame idrogeno, un tipo speciale di interazione 
dipolare, viene considerato separatamente nel para- 
grafo 7.4B.) 

Le interazioni tra dipoli permanenti sono determi- 
nanti strutturali importanti nelle proteine, in quanto 
molti dei loro gruppi, come i gruppi carbonilici ed 
amidici dello scheletro peptidico, hanno momenti di- 
polari permanenti. Queste interazioni sono in gene- 
re molto più deboli delle interazioni carica-carica di 
una coppia ionica. Per esempio, due gruppi carboni- 
lici, ognuno con un dipolo di 4,2x 1073° C- m (1,3 
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(a) Interazioni tra dipolo permanenti 


(b) Interazioni dipolo-dipolo indotto 


(c) Forze di dispersione di London 


+ - + - 


Figura 7.50 Interazioni dipolo-dipolo. La forza di ogni dipolo è rap- 
presentata dallo spessore della freccia che lo accompagna. (a) Intera- 
zioni tra dipoli permanenti. Queste interazioni, qui rappresentate da 
gruppi carbonilici allineati testacoda, possono essere attrattive (come 
mostra nella figura) o repulsive, a seconda dell’orientamento dei di- 
poli. (b) Interazione dipolo-dipolo indotto. Un dipolo permanente (un 
gruppo carbonilico) induce un dipolo in un gruppo vicino (rappresen- 
tato qui da un gruppo metilico) distorcendo elettrostaticamente la sua 
distribuzione elettronica (ombreggiatura). Ciò porta sempre ad una 
interazione attrattiva. (c) Forze di dispersione di London. Il momenta- 
neo sbilanciamento della carica (ombreggiatura) dovuta al movimen- 
to degli elettroni in una molecola (a sinistra) induce un dipolo in 
un gruppo vicino (a destra): cioè i movimenti degli elettroni in gruppi 
vicini sono correlati. Ciò porta sempre ad interazioni attrattive. 


unità debye), orientati in una disposizione ottimale 
testa-coda (Fig. 7.50a) e separati da 5 À in un mezzo 
con una costante dielettrica di 4, hanno un’energia 
di attrazione calcolata di soltanto —9,3 kJ-mol7!. 
Queste energie variano inoltre in funzione di r73 e 
quindi si attenuano rapidamente con l’aumentare del- 
la distanza. Nelle strutture ad a-elica o nelle struttu- 
re 8, tutti i gruppi dipolari amidici e carbonilici sono 
disposti nella stessa direzione (Figg. 7.11 e 7.16) e 
quindi le loro interazioni sono associative e tendono 
ad essere additive (questi gruppi formano ovviamente 
legami idrogeno, ma ora siamo interessati soltanto 
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ai loro campi elettrici residui). Di conseguenza, nei 
nuclei a bassa costante dielettrica delle proteine, le 
interazioni dipolo-dipolo influenzano significativamen- 
te i ripiegamenti delle catene polipeptidiche. 

Un dipolo permanente induce anche un momento 
dipolare in un gruppo vicino, in modo da formare 
un’interazione attrattiva (Fig. 7.50b). Queste intera- 
zioni dipolari indotte da un dipolo sono in genere 
più deboli di un’interazione dipolo-dipolo normale. 
Anche se le molecole non polari sono elettrica- 
mente neutre in ogni istante, esse hanno piccoli mo- 
menti dipolari che derivano dai rapidi movimenti 
di fluttuazione dei loro elettroni. Questi momenti di- 
polari transitori polarizzano gli elettroni in un grup- 
po vicino, dando origine ad un momento dipolare 
(Fig. 7.500) così che, alle distanze di contatto di van 
der Waals, questi gruppi sono attratti l’uno verso l’al- 
tro (un effetto meccanico quantistico che in realtà 
non può essere spiegato soltanto nei termini della fi- 
sica classica). Queste forze chiamate forze di disper- 
sione di London sono estremamente deboli. Il valo- 
re di 8,2 kJ - mol-! del calore di vaporizzazione del 
metano CHy), per esempio, indica che l’interazione 
attrattiva tra due atomi di H in contatto, ma apparte- 
nenti a due molecole di CH, vicine, è approssimati- 
vamente —0,3 kJ- mol7* (nel liquido, una molecola 
di CH4 tocca altre 12 molecole vicine con circa due 
contatti H---H ciascuna). 

Le forze di London sono solo di rado importanti 
per gruppi che entrano in contatto in quanto la loro 
energia di associazione è proporzionale ad r-8. Non 
di meno, il gran numero di contatti interatomici nel- 
le proteine rende le forze di London determinanti nel- 
l’influenzare la conformazione delle proteine. Queste 
forze forniscono inoltre molta dell’energia di lega- 
me coinvolta nelle interazioni stericamente com- 
plementari tra la proteina e le molecole a cui si as- 
socia. 


B. Legami idrogeno 


I legami idrogeno (D—H - - - A), come abbiamo 
visto nel paragrafo 2.1A, sono interazioni elettrosta- 
tiche tra un gruppo donatore debolmente acido (D—-H) 
ed un atomo accettore (A) che abbia una coppia di 
elettroni spaiati. Nei sistemi biologici D ed A posso- 
no essere gli atomi altamente elettronegativi N ed 
O ed in qualche caso anche atomi di zolfo. I legami 
idrogeno, con energie di associazioni variabili da — 12 
a -30 KJ- mol”!, sono molto più direzionali delle 
forze di van der Waals, anche se meno dei legami 
covalenti. La distanza D---A è, di solito, tra 2,7 e 
3,1 À. I legami idrogeno tendono ad essere lineari 
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con il legame D—H che punta nella direzione dell’or- 
bitale della coppia elettronica dell’accettore. Non so- 
no insoliti, però, anche deviazioni considerevoli da 
questa geometria ideale. Per esempio, nei legami idro- 
geno presenti nelle a eliche (Fig. 7.11) e nei foglietti 
ripiegati 8 antiparalleli (Fig. 7.16a), i legami N—H 
si posizionano nella direzione del legame C=0O piut- 
tosto che nella direzione dell’orbitale del doppietto 
elettronico dell’ossigeno; anche nei foglietti ripiegati 
8 paralleli (Fig. 7.16b), i legami idrogeno sono abba- 
stanza lontani dalla linearità. 

I gruppi che formano i legami idrogeno interni di 
una proteina sono disposti in modo tale da formare 
il numero maggiore possibile di legami idrogeno (pa- 
ragrafo 7.35). Chiaramente i legami idrogeno hanno 
un'influenza fondamentale sulla struttura delle pro- 
teine. Una proteina non ripiegata forma tutti i suoi 
legami idrogeno con le molecole di acqua del solven- 
te (bisogna ricordare che l’acqua è un ottimo donato- 
re ed accettore di legami idrogeno). L’energia libera 
di stabilizzazione che i legami idrogeno interni con- 
feriscono ad una proteina nella conformazione nati- 
va corrisponde, quindi, alla differenza in energia li- 
bera esistente tra la proteina nella conformazione na- 
tiva e in quella non ripiegata. Poiché ad una prima 
approssimazione i vari legami idrogeno in questione 
hanno tutti la stessa energia, i legami idrogeno inter- 
ni non possono stabilizzare in modo significativo, anzi 
tendono piuttosto a destabilizzare leggermente, la 
struttura nativa di una proteina, rispetto al suo sta- 
to non ripiegato. Questa idea è confermata dall’osser- 
vazione che le proteine sono molto più facilmente 
denaturabili in soluzioni acquose contenenti solventi 
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organici a bassa costante diélettrica, come l’etanolo 
o l’acetone, di quanto non lo siano in assenza di que- 
sti solventi. Poiché la natura elettrostatica delle asso- 
ciazioni create dai legami idrogeno li rende più forti 
se viene abbassata la costante dielettrica del mezzo, 
l'osservazione precedente è esattamente l’opposto di 
quanto ci si dovrebbe aspettare se i legami idrogeno 
interni avessero un ruolo fondamentale nello stabi- 
lizzare la struttura delle proteine. 

I legami idrogeno interni di una proteina sono ugual- 
mente un’importante base strutturale nei suoi ripie- 
gamenti allo stato nativo: se una proteina si ripiega 
in modo da impedire la formazione di alcuni dei suoi 
legami idrogeno interni, la loro energia libera verrà 
persa e questa conformazione risulterà meno stabile 
di quella che ha invece tutti i legami idrogeno. Que- 
sto argomento è applicabile anche alle forze di van 
der Waals, discusse nel paragrafo precedente. 


C. Forze idrofobiche 


L’effetto idrofobico è il nome assegnato a quel- 
le interazioni che contribuiscono a diminuire i con- 
tatti con l’acqua delle sostanze non polari e delle so- 
stanze anfipatiche, come i saponi ed i detergenti, in- 
ducendo la formazione di micelle nelle soluzioni ac- 
‘quose (paragrafo 2.1B). Poiché le proteine native for- 
mano una specie di micella intramolecolare in cui 
la maggior parte delle loro catene laterali non polari 
sono al di fuori del contatto con il solvente acquoso, 
le interazioni idrofobiche devono avere una funzione 
determinante nella struttura delle proteine. 


Processo di — PAS, AGa _ 
(kJ - mol!) (kJ - mol7?) (kJ - mol7?) 

CH in HO ==CH in CeHg 11,7 i — 22,6 — 10,9 

CHy in H70 == CH in CCk 10,5 — 22,6 —- 12,1 

CaHg in H,0 == C.Hg in benzene 9,2 — 25,1 — 15,9 

-CaHa in-H,0 == CH in benzene 6,7 — 18,8 — 12,1 

‘CH; in:H,0 == CH; in benzene 0,8 - 8,8 - 8,0 

Bènzene in H,0 == benzene liquido** 0,0 — 17,2 — 17,2 

Toluene in H,0 == toluene liquido** 0,0 —20,0 — 20,0 


* AG, a variazione di energia libera di Gibbs unitaria, è la variazione di energia libera di Gibbs, AG, corretta per la dipendenza dalla concentrazione in 
modo che rifletta soltanto le proprietà inerenti della sostanza in questione e le sue interazioni con il solvente. Questa secondo l'equazione {3.13] è 


[Aa 


AGyY=AG-NRT in 


{A;] 


dove [A;] ed [Af] sono le concentrazioni iniziali e finali della sostanza in questione e n è il numero di moli della sostanza. Poiché il secondo termine di questa 
n ù f. . . q è . . . . e » . . . 
equazione è un termine puramente entropico (concentrando una sostanza si aumenta il suo ordine) AS, la variazione di entropia unitaria, viene espressa 


{Afl 


si ASy=AS+nR In DÉ 


** Dati ottenuti a 18 °C. Fonte: Kauzmann, W., Adv. Protein Chem., 


IA;] 
14, p. 39, 1959. 
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L’effetto idrofobico deriva dalle proprietà speciali 
delle molecole di acqua usate come solvente ed in 
particolare la loro elevata costante dielettrica. Altri 
solventi polari, come il dimetilsulfossido (DMSO) e 
la N-N°-dimetilformamide (DMF), tendono invece a 
denaturare le proteine. I dati termodinamici riporta- 
ti nella Tabella 7.4 ci forniscono numerose informa- 
zioni sull’origine dell’effetto idrofobico in quanto il 
trasferimento di un idrocarburo dall’acqua ad un sol- 
vente non polare ricorda il trasferimento di una ca- 
tena laterale non polare dall’esterno di una proteina 
in una soluzione acquosa al suo interno. La variazio- 
ne di energia libera di Gibbs isotermica (AG=AH— 
TAS) per il trasferimento di un idrocarburo da una 
soluzione acquosa ad un solvente non polare è in tut- 
ti i casi negativa, e ci dice che questo trasferimento 
è un processo spontaneo (l’olio e l’acqua non si me- 
scolano). Ciò che invece non ci si aspetta è che questi 
processi di trasferimento siano endotermici (AH po- 
sitivo) per i composti alifatici e atermici (AH=0) per 
i composti aromatici, cioè è entalpicamente più (0 
ugualmente) favorevole per una molecola non polare 
dissolversi in acqua che in un mezzo non polare. Al 
contrario, il componente entropico della variazione 
di energia libera, — TAS, (vedi nota a della Tabella 
7.4) è grande e di segno negativo in tutti i casi. Chia- 
ramente, il trasferimento di un idrocarburo da un 
mezzo acquoso a un mezzo non polare è entropica- 
mente favorito. Lo stesso concetto vale per il trasferi- 
mento di un gruppo non polare di una proteina dal- 
l’ambiente acquoso all’interno non polare della pro- 
teina stessa. 

Quali sono i meccanismi fisici attraverso i quali le 
entità non polari vengono escluse dalla soluzione ac- 
quosa? Ricordate che l’entropia è una misura dell’or- 
dine di un sistema e che tende a diminuire con l’au- 
mentare dell’ordine (paragrafo 3.2). Quindi la dimi- 
nuzione dell’entropia che si ha quando una molecola 
non polare viene solvatata dall’acqua (l’inverso del 
processo precedente) deve essere dovuto ad un in- 
cremento dell’ordine. Questa è una osservazione spe- 
rimentale e non una conclusione teorica. L'ampiezza 
della variazione di entropia è troppo grande per es- 
sere attribuita a modificazioni nella conformazione 
degli idrocarburi; come hanno stabilito Henry Frank 
e Marjorie Evans nel 1945, queste variazioni di entro- 
pia possono derivare soltanto da una sorta di au- 
mento dell’ordine nella struttura dell’acqua. 
L’acqua allo stato liquido è altamente ordinata 
con una struttura con molti legami idrogeno (para- 
grafo 2.1A). L’inserimento in questa struttura dei 
gruppi non polari tende a distruggerla: un gruppo 
non polare non può accettare o donare legami idro- 
geno, e quindi le molecole di acqua presenti sulla 


Figura 7.51 Orientamento preferenziale delle molecole di acqua vici- 
no ad un soluto non polare. Per rendere massima l'energia dei loro 
legami idrogeno, queste molecole di acqua tendono a porsi sul soluto 
inerte in modo che due o tre delle loro direzioni tetraedriche siano 
tangenziali alla sua superficie. Questo fatto consente di formare lega- 
mi idrogeno tra le molecole di acqua che giacciono sulla superficie 
non polare. Questo ordine delle molecole di acqua si estende per 
diversi strati sopra quello in diretto contatto con il soluto non polare. 


superficie della cavità occupata dal gruppo non pola- 
re non possono formare legami idrogeno con altre” 
molecole nel solito modo. Per recuperare l’energia 
dei legami idrogeno persi, le molecole di acqua sulla 
superficie tendono ad orientarsi in modo da formare 
un reticolo di legami idrogeno che circondi la cavità 
(Fig. 7.51). Il nuovo orientamento delle molecole di 
acqua costituisce un aumento dell’ordine nella strut- 
tura dell’acqua, in quanto il numero di modi che le 
molecole di acqua sulla superficie possono utilizzare 
per formare legami idrogeno è minore rispetto a quel- 
li utilizzabili in condizioni normali. 
Sfortunatamente la complessità della struttura del- 
l’acqua allo stato liquido (paragrafo 2.1A) non con- 
sente una descrizione dettagliata dei processi che ge- 
nerano questi incrementi dell’ordine molecolare. In 
un modello proposto, l’acqua forma gabbie quasi- 
cristalline, tenute insieme da legami idrogeno, intor- 
no al gruppo non polare con strutture simili a quelle 
dei clatrati (Fig. 7.52). L'ampiezza delle variazioni 
di entropia che si hanno quando le sostanze non po- 
lari vengono disciolte in acqua indica, però, che le 
strutture dell’acqua che si formano sono solo poco 
più ordinate di quelle dell’acqua nelle condizioni nor- 
mali. Esse differiscono anche dalla struttura del ghiac- 
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Figura 7.52 La struttura del clatrato (n-C4H9)35*F7 - 23H:0. | cla- 
trati sono complessi cristallini di composti non polari con l’acqua 
(di solito si formano a bassa temperatura e a bassa pressione) in cui 
le molecole non polari sono racchiuse da una gabbia di molecole 
di acqua tenute unite da legami idrogeno tetraedrici (qui sono rappre- 
sentati solo i loro atomi di ossigeno). Una delle interazioni formate 
da legami idrogeno è mostrata in dettaglio (freccia). (Copyright © 
Irving Geis.) 


cio normale in quanto la solvatazione di un gruppo 
non polare da parte dell’acqua determina una gran- 
de diminuzione del suo volume (ad esempio, il tra- 
sferimento di metano CH, dall’esano all’acqua ridu- 
ce il volume della soluzione acquosa di 22,7 ml per 
mole di CH), mentre quando l’acqua solidifica si ha 
un’espansione di 1,4 ml per mole. 

L’energia libera di idratazione sfavorevole di una 
sostanza non polare determinata dall’ordine assunto 
dalle molecole di acqua circostanti ha come risultato 
netto il fatto che la sostanza non polare viene esclusa 
dalla fase acquosa. Ciò avviene in quanto l’area su- 
perficiale della cavità contenente l’aggregato di mo- 
lecole non polari è minore della somma delle aree 
superficiali delle cavità che ogni singola molecola po- 
trebbe individualmente occupare. L’aggregazione del- 
le molecole non polari tende quindi a minimizzare 
l’area superficiale della cavità e la diminuzione di 
entropia del sistema. In un certo senso i gruppi non 
polari vengono spinti fuori dalla fase acquosa dalle 
forze idrofobiche. Le determinazioni termodinami- 
che stabiliscono che la variazione di energia libera 
necessaria a togliere un gruppo —CH.— da una so- 
luzione acquosa è circa —3 kJ-mol7! Anche se 
questa è una quantità di energia libera relativamen- 
te piccola, nelle strutture molecolari che coinvolgono 
molti contatti non polari, le interazioni idrofobiche 
assumono valori considerevoli. 
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Nel 1950 Walter Kauzmann poté stabilire che 
le forze idrofobiche rappresentano la forma di inte- 
razione principale per il ripiegamento delle proteine 
nella loro conformazione nativa. La Figura 7.53 mo- 
stra che l’idropatia (un indice che combina le ten- 
denze idrofobiche ed idrofiliche di un gruppo; Ta- 
bella 7.5) delle catene laterali degli amminoacidi può 
predire, con una buona approssimazione, quali parti 
della catena polipeptidica sono all’interno della pro- 
teina, fuori dal contatto con il solvente acquoso, e 
quali parti sono invece sulla superficie, in contatto 
con il solvente acquoso. Nelle proteine, l’effetto delle 
forze idrofobiche viene spesso chiamato legame 
idrofobico, probabilmente per indicare la specifica 
natura del ripiegamento della proteina sotto l’influen- 
za dell’effetto idrofobico. È da tenere presente, però, 
che i legami idrofobici non generano le specifiche 
interazioni direzionali tipiche del termine «legame». 


D. Ponti disolfuro 


[266]I ponti disolfuro si formano quando una pro- 
teina si ripiega nella sua conformazione nativa (para- 
grafo 8.1B) e servono a stabilizzarne la struttura tri- 


Catena laterale Idropatia 
Ile 4,5 
Val 4,2 
Leu 3,8 
Phe 2,8 
Cys 2,5 
Met 1,9 
Ala l Lai 1,8 
Gly -0,4 
Thr — 0,7 
Ser —-0,8 
Trp —-0,9 
Tyr — 1,3 
Pro —1,6 
His —3,2 
Glu —3,5 
Gin —3,5 
Asp — 3,5 
Asn —3,5 
Lys —3,9 
Arg —-4,5 


Fonte: Kyre, J. e Dooummte, R.F., /. Mol. Biol., 157, p. 110, 1982. 
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Figura 7.53 Indice idropatico (somma delle idropatie di nove residui 
consecutivi; vedi Tabella 7.5) in funzione della posizione del residuo 
nella sequenza del chimotripsinogeno bovino. Un indice idropatico 
largamente positivo è rappresentativo di una regione idrofobica della 
catena polipeptidica, mentre un valore negativo dell'indice sta per 
una regione idrofilica. Le barre in alto indicano regioni interne della 
proteina, quelle in basso regioni all’esterno. (Fonte: KYTE, J. e Doo- 
utLE, R.F., /. Mol. Biol., 157, p. 111, 1982.) 


dimensionale. Il carattere chimico relativamente ri- 
ducente del citoplasma tende però a diminuire la sta- 
bilità dei legami disolfuro intracellulari. Infatti, qua- 
si tutte le proteine con ponti disolfuro vengono se- 
crete in ambienti molto più ossidanti, in cui i loro 
ponti disolfuro diventano particolarmente importan- 
ti per stabilizzare la loro struttura. Apparentemente 
la relativa ostilità dell'ambiente extracellulare nei con- 
fronti delle proteine (ad esempio, la temperatura ed 
il pH non controllati) rende necessario un elemento 
strutturale addizionale rappresentato dai ponti disol- 
furo. 

Esperimenti di mutagenesi hanno dimostrato che 
i ponti disolfuro stabilizzano la struttura nativa delle 
proteine. Il lisozima del batteriofago T4, una pro- 
teina che non contiene residui di Cys liberi, è stato 
modificato mediante l’ingegneria genetica in modo 
da avere uno, due oppure tre ponti disolfuro nei suoi 
segmenti esterni. Le proteine mutate hanno tempe- 
rature di fusione che aumentano in parallelo al nu- 
mero di ponti disolfuro nella proteina (la variante 
con tre ponti disolfuro ha una temperatura di fusio- 
ne 23,4 °C più elevata di quella della proteina nor- 
male). L'analisi termodinamica di questi risultati è 
in accordo con la teoria che la stabilizzazione dello 
stato nativo da parte dei ponti disolfuro deriva dalla 
diminuzione dell’entropia configurazionale del poli- 
peptide non ripiegato; cioè la proteina nativa è meno 
ordinata rispetto allo stato non ripiegato, se possiede 
ponti disolfuro. 


— [o]ase 


SS Idrofobico 


Idrofilico 
140 160 180 200 220 240 


E. Denaturazione delle proteine 


La bassa stabilità conformazionale delle protei- 
ne native le rende facilmente suscettibili alla denatu- 
razione alterando il sistema finemente bilanciato di 
forze deboli responsabili della conformazione nati- 
va. Quando una proteina viene riscaldata, le sue pro- 
prietà, che dipendono dalla conformazione come la 
rotazione ottica (paragrafo 4.2A), la viscosità e l’as- 
sorbimento della luce UV, variano bruscamente in 
uno stretto ambito di température (Fig. 7.54). Questa 
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Figura 7.54 Rotazione ottica a 366 nm, della ribonucleasi A di pan- 
creas bovino (RNasi A) in 0,15M KCI e 0,013M tampone sodio caco- 
dilato, pH 7, in funzione della temperatura. La temperatura di fusio- 
ne, Tm, è definita come il punto di mezzo della transizione. (Fonte: 
von Hipper, P.H. e Wonc, K.Y., /. Biol. Chem., 10, p. 3911, 1965.) 
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variazione discontinua ci dice che la struttura nati- 
va di una proteina si srotola in modo cooperativo: 
qualsiasi parziale rottura della struttura ripiegata 
destabilizza la parte restante della molecola, che im- 
mediatamente collassa nella forma di gomitolo ca- 
suale. La temperatura al punto di mezzo di questo 
processo viene detta temperatura di fusione della 
proteina, Tm, in analogia con la fusione di un soli- 
do. Molte proteine hanno valori di T, ben al di sot- 
to dei 100 °C. Un’eccezione a questa generalizzazio- 
ne è rappresentata dalle proteine dei batteri ter- 
mofilici, organismi che abitano le sorgenti calde con 
temperature intorno ai 100 °C. La struttura ai raggi 
X di queste proteine stabili al calore è sottilmente 
diversa da quella delle proteine analoghe con una 
stabilità normale. 

Oltre che dalle temperature elevate, le proteine pos- 
sono essere denaturate da una varietà di altre condi- 
zioni o sostanze: 


1. Le variazioni di pH alterano gli stati di ionizza- 
zione delle catene laterali degli amminoacidi (Ta- 
bella 4.2) modificando la distribuzione di carica 
delle proteine e la possibilità di formare legami 
idrogeno. 

2. I detergenti, alcuni dei quali perturbano la strut- 
tura delle proteine ad una concentrazione relati- 
vamente bassa (intorno a 1075m), si associano me- 
diante interazioni idrofobiche con i residui non 
polari di una proteina, interferendo quindi con 
le interazioni idrofobiche normali, necessarie al 
mantenimento della struttura nativa. 

3. Le sostanze organiche solubili in acqua, a concen- 
trazioni elevate, come gli alcoli alifatici, interferi- 
scono con le forze idrofobiche che stabilizzano 
la struttura di una proteina, mediante la forma- 
zione di interazioni idrofobiche con l’acqua. Le 
sostanze organiche con numerosi gruppi ossidri- 
lici, come il glicol etilenico o il saccarosio, 


CH,0H CH,0H 
H 0. H Oss BR 
3 H HO et 
OH H SE 
HO 9 cH,ouH = H2C-CHa 
H OH ‘H H Ho OH 
Glicol etilenico 


Saccarosio 


sono però denaturanti poco efficaci in quanto la 
loro capacità di formare legami idrogeno li rende 
meno distruttivi per la struttura dell’acqua. 


L’influenza dei sali è molto variabile. La Figura 
7.55 mostra l’effetto di un certo numero di sali sulla 
T., della ribonucleasi A (RNasi A) di pancreas bo- 
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Figura 7.55 Temperatura di fusione della ribonucleasi A in funzione 
della concentrazione di vari sali. Tutte le soluzioni contenevano an- 
che 0,15Mm KCI e 0,013Mm tampone sodio cacodilato, pH 7. (Fonte: 
von Hippe, P.H. e WonG, K.Y., /. Biol. Chem., 10, p. 3911, 1965.) 


vino. Alcuni sali, come 1’(NHy:SO, ed il KH3POx, sta- 
bilizzano la struttura nativa della proteina (con au- 
mento della T,); altri sali, come il KCI ed il NaCl, 
hanno piccoli effetti, mentre altri ancora, come il 
KSCN e il LiBr, hanno effetti destabilizzanti. L’ordi- 
ne di efficacia dei vari ioni nello stabilizzare una pro- 
teina è largamente indipendente dalla identità della 
proteina ed è analogo alla loro capacità di produrre 
il «salting out» delle proteine (paragrafo 5.2A). Que- 
sto ordine è noto con il nome di serie di Hofmeister: 


Anioni SO77 > HxPO7 > CH3C007 > C17 > Br > 
>I- > C107 > SCN7 


Cationi NH7, Cs*, K*, Na*>Li*>Mg?+> 
>Ca?+ > Ba?+ 


Gli ioni nella serie di Hofmeister che tendono a de- 
naturare le proteine ( I, CIO7, SCN7, Li*, Mg?*, 
Ca?* e Ba?+) vengono detti caotropici. Questa lista 
dovrebbe contenere anche lo ione guanidinio (Gu*) 
e l’urea, una molecola non ionica, 


î Nura 
HN—C—NH, H,N—CT—NH, 
Urea Ione guanidinio 
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che a concentrazioni tra 5 e 10M sono i denaturanti 
comunemente usati per le proteine. L’effetto dei va- 
ri ioni sulla struttura delle proteine è cumulativo: 
Il GuSCN è un denaturante molto più potente del 
GuCl, mentre il composto GuSO; stabilizza la strut- 
tura delle proteine. 

Gli agenti caotropici aumentano la solubilità in ac- 
qua delle sostanze non polari. Di conseguenza, la lo- 
ro efficacia come agenti denaturanti deriva dalla lo- 
ro capacità di rompere le interazioni idrofobiche; i 
sistemi utilizzati per provocare queste alterazioni non 
sono ancora noti. Quelle sostanze presenti nella lista 
che stabilizzano la struttura delle proteine rinforza- 
no le interazioni idrofobiche aumentando la tenden- 
za delle proteine ad espellere dal loro interno l’ac- 
qua. Ciò spiega la correlazione tra la capacità di uno 
ione di stabilizzare una proteina e di indurre il «sal- 
ting out». 


5. STRUTTURA QUATERNARIA 


Le proteine, a causa della molteplicità di grup- 
pi polari e non polari in esse presenti, si attaccano 
praticamente a qualsiasi cosa; a qualsiasi cosa sì, ma 
non alle proteine. Le forze dell’evoluzione hanno or- 
ganizzato le cariche superficiali delle proteine in mo- 
do tale da impedire la loro associazione nelle condi- 
zioni fisiologiche. Se non fosse così, l'aggregazione 
non specifica renderebbe le proteine funzionalmen- 
te inutili (ricordate per esempio le conseguenze del- 
l’anemia a cellule falciformi; paragrafo 6.3A). Nei suoi 
studi pionieristici sull’ultracentrifugazione delle pro- 
teine, The Svedberg scoprì che alcune proteine sono 
composte da più di una catena polipeptidica. Studi 
successivi stabilirono che questo fatto è vero per molte 
proteine, quasi tutte quelle con una massa superiore 
a 100 kD. Queste subunità polipeptidiche si associa- 
no in maniera geometricamente specifica. L’organiz- 
zazione spaziale di queste subunità viene detta strut- 
tura quaternaria (struttura IV) di una proteina. 
Le proteine multisubunità sono così comuni per 
molte ragioni. Nei grandi ammassi di proteine, co- 


me nelle fibre del collageno, i vantaggi che si hanno . 


con questo tipo di costruzione a subunità, rispetto 
alla sintesi di un sola catena polipeptidica molto lun- 
ga, sono gli stessi che si hanno nel costruire un edifi- 
cio con componenti prefabbricati. I difetti possono 
essere riparati semplicemente rimpiazzando la sub- 
unità difettosa, il sito di produzione delle subunità 
può essere diverso da quello di costruzione della strut- 
tura macromolecolare o del prodotto finale e le sole 
informazioni genetiche necessarie per specificare l’in- 


tero edificio sono quelle che codificano per le poche 
subunità diverse capaci di auto-organizzarsi. Nel ca- 
so degli enzimi, un aumento delle loro dimensioni 
tende a fissare meglio la posizione nello spazio dei 
residui e dei gruppi che formano il loro sito attivo. 
Un incremento delle dimensioni di un enzima me- 
diante l’associazione di subunità identiche è più effi- 
cace a questo riguardo che non l'aumentare propor- 
zionalmente la lunghezza della sua catena polipepti- 
dica, in quanto ogni subunità ha un suo sito attivo. 
La costruzione a subunità di molti enzimi è inoltre 
la base strutturale per la regolazione della loro atti- 
vità. I meccanismi di questa funzione indispensabile 
sono discussi nei paragrafi 9.4 e 12.4. 

In questo paragrafo analizzeremo come si associa- 
no le subunità delle proteine multisubunità, quale 
tipo di simmetria devono avere, come può essere de- 
terminata la loro stechiometria e, alla fine, faremo 
alcune considerazioni sulle caratteristiche strutturali 
dei complessi multienzimatici. 


A. Interazioni tra subunità 


Una proteina multisubunità può essere costituita 
da catene polipeptidiche identiche o diverse. Ricor- 


| date per esempio che l’emoglobina ha una composi- 


zione in subunità del tipo az. Le proteine con sub- 
unità identiche vengono dette oligomeri e le subu- 
nità che le compongono protomeri. Un protomero, 
a sua volta, può essere costituito da una catena poli- 
peptidica o da alcune catene polipeptidiche diverse. 
In questo senso, l’emoglobina è dimero (un oligome- 
ro con due protomeri) di protomeri af (Fig. 7.56). 

Le regioni di contatto tra le subunità sono molto 
simili all’interno di una singola subunità proteica. 
Esse contengono molte catene laterali non polari di- 
sposte molto vicine le une alle altre, legami idrogeno 
che coinvolgono lo scheletro polipeptidico e le cate- 
ne laterali e, in alcuni casi, ponti disolfuro intercatena. 


B. Simmetria nelle proteine 


Nella stragrande maggioranza delle proteine oli- 
gomeriche, i protomeri sono disposti simmetricamen- 
te; cioè i protomeri occupano nell’oligomero posizio- 
ni geometricamente equivalenti. Ciò implica che ogni 
oligomero ha esaurito la capacità di legare altri pro- 
tomeri; nel caso inverso si formerebbero oligomeri 
più grandi. Come risultato di questa capacità di lega- 
me limitata, i protomeri si accumulano intorno ad 
un singolo punto per formare una struttura compat- 
ta. Le proteine non possono avere inversioni o sim- 
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Simmetria ottagonale Simmetria 
(cubica) icosaedrica 


(c) Simmetria 
tetraedrica 


Figura 7.57 Alcune simmetrie possibili di proteine costituite da proto- 
meri identici. La forma geometrica (ellisse, triangolo, quadrato o pen- 
tagono) posta alla fine delle linee tratteggiate indica il tipo di simme- 
tria dell'oggetto mostrato (rispettivamente, doppio, triplo, quadruplo, 
quintuplo asse di simmetria). (a) Strutture con simmetria ciclica C., 
C3 e Cs. (b) Strutture con simmetria diedrica D, D4 e D3. In questi 
oggetti un doppio asse di simmetria è perpendicolare al doppio, tri- 
plo o quadruplo asse. (c) Strutture con simmetria 7, O ed /. Notate 
che il tetraedro ha alcuni, ma non tutti gli elementi di simmetria del 
cubo e che l’ottaedro ed il cubo hanno la stessa simmetria. (Copy- 
right © Irving Geis.) 


metrie speculari in quanto questi tipi di operazioni 
di simmetria convertono i residui chiralici della se- 
rie L in quelli della serie D. Quindi, le proteine han- 
no soltanto una simmetria rotazionale. 

Nelle proteine sono presenti vari tipi di simmetria 
rotazionale: 


Figura 7.56 Immagine stereo della strut- 
tura quaternaria dell'emoglobina. Le su- 
bunità @1, 81, @2, e 82 sono colorate 
rispettivamente in giallo, azzurro, ver- 
de e blu. | gruppi eme sono in rosso. 
Il doppio asse di rotazione che pone in 
relazione il protomero @161 con il pro- 
tomero «82 è verticale. Le istruzioni 
per l'osservazione delle immagini ste- 
reo sono nell’appendice di questo capi- 
tolo. (Per gentile concessione di Richard 
J. Feldmann, NIH.) 


Figura 7.58 Un dimero di prealbumina visto lungo il suo doppio asse 
di simmetria (simbolo rosso). Ogni protomero è costituito da due fo- 
glietti 8 di quattro catene. Notate che queste strutture 8 sembrano 
continuare in modo antiparallelo nell'altro protomero formando una 
struttura appaiata con due foglietti 8 con otto catene. Nella proteina 
nativa due di questi dimeri si associano per generare un tetramero 
‘con simmetria D.. (Tratta da un disegno di Jane Richardson, Duke 
University.) 


1. Simmetria ciclica 


Nel tipo più semplice di simmetria rotazionale, 
la simmetria ciclica, le subunità sono correlate (por- 
tate a coincidenza) da un singolo asse di rotazione 
(Fig. 7.57a). Gli oggetti con 2, 3,..., oppure n assi 
rotazionali vengono detti avere una simmetria Ca, 
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Figura 7.59 Fotografie al microscopio elettronico, formate ciascuna 
dalla sovrapposizione di cinque immagini, per aumentare i dettagli 
reali, di molecole di glutammina sintetasi di £. coli nei loro tre orien- 
tamenti caratteristici. Le dimensioni principali sono indicate nella fi- 
gura. Quando osserviamo la molecola dall'alto, essa appare come 
un anello esagonale di subunità (a sinistra). Le molecole viste di fian- 
co, si presentano come due strati di subunità sotto forma di quattro 
macchie (in mezzo), quando il punto di osservazione è esattamente 
al centro tra queste subunità. Se invece le molecole vengono viste 
sempre di fianco, ma da altri punti, l’immagine assume la forma di 
due bande parallele (a destra). Queste fotografie suggeriscono, come 
illustra il disegno posto di fianco, che la molecola dell'enzima è com- 
posta da 12 subunità organizzate in due esagoni contrapposti con 
una simmetria De. (Per gentile concessione di Earl Stadtman, NIH.) 


C3,..., Cn. Un oligomero con una simmetria C, è 
costituito da n protomeri, disposti a (360/n)° l'uno 
dall’altro. La simmetria C- è il tipo di simmetria più 
comune nelle proteine; le simmetrie cicliche più alte 
sono relativamente rare. i 

Un modo comune di associazione tra protomeri cor- 
relati da un doppio asse di rotazione è rappresentato 
dalla continuazione di un foglietto 8 tra due subuni- 
tà. In questi casi il doppio asse di rotazione è perpen- 
dicolare al foglietto 8 così che le due catene simme- 
tricamente equivalenti si legano con legami idroge- 
no in maniera antiparallela. Per esempio, mediante 
questo sistema i due gruppi di quattro catene in strut- 
tura 8 del protomero della prealbumina si estendo- 
no mediante un doppio asse per formare due fogliet- 
ti 8 a otto catene (Fig. 7.58) nella forma dimerica. 


2. Simmetria diedrica 


La simmetria diedrica, (D,) un tipo più com- 
plicato di simmetria rotazionale, viene generata quan- 
do un n asse rotazionale si interseca ad angolo retto 
con un doppio asse di rotazione (Fig. 7.57b). Un oli- 


gomero con simmetria D, è costituito da 2n proto- ‘ 


meri. La simmetria D; è il tipo più comune di sim- 
metria diedrica nelle proteine. Nelle opportune con- 
dizioni, molti oligomeri con simmetria D, si posso- 
no dissociare in due oligomeri con simmetria C, (che 
sono correlati da un doppio asse di rotazione nell’oli- 
gomero D,). Questi, a loro volta, si possono dissocia- 
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re nei loro costituenti protomerici in condizioni più 
drastiche. 


3. Altre simmetrie rotazionali 


I soli altri tipi di oggetti rotazionalmente sim- 
metrici sono quelli che hanno le simmetrie rotazio- 
nali di un tetraedro (T), di un ottaedro (0) oppure 
di un icosaedro (7) ed hanno rispettivamente 12, 24 
e 60 posizioni equivalenti (Fig. 7.570). La disposizio- 
ne delle subunità nei rivestimenti proteici dei cosid- 
detti virus sferici è basata sulla simmetria icosaedri- 
ca (paragrafo 32.2A). 

In condizioni favorevoli, la microscopia elettronica 
può fornire indicazioni importanti sulla simmetria 
degli oligomeri. Studi condotti con la microscopia elet- 
tronica hanno suggerito per esempio che la glutam- 
mina sintetasi di E. coli, una proteina con una mas- 
sa di 600 kD, ha una simmetria Dg (Fig. 7.59). Sfor- 
tunatamente, poiché questa tecnica ha un basso po- 
tere risolutivo insufficiente a rivelare gli orientamenti 
relativi delle subunità proteiche (ad esempio, la dire- 
zione delle frecce nel disegno schematico di Fig. 7.59), 
queste organizzazioni possono essere considerate so- 
lo indicative; soltanto la cristallografia ai raggi X del- 
la struttura proteica può fornire informazioni sicure 
sulle relazioni geometriche tra le subunità di una pro- 
teina. Nel caso della glutammato sintetasi, gli studi 
ai raggi X hanno confermato la simmetria tipo Dg 
(paragrafo 25.5A). 


Simmetrie elicoidali 


Alcuni oligomeri proteici presentano simme- 
trie elicoidali (Fig. 7.60). Le subunità chimicamente 
identiche in una struttura ad elica non sono stretta- 
mente equivalenti in quanto, per esempio, quelle pre- 
senti all’estremità dell’elica sono in contatto con un 
ambiente diverso da quelle nel centro dell’elica. L’am- 


biente di tutte le subunità lungo l’elica, meno quelle - 


vicine alle estremità, è sufficientemente simile e le 
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Elica 


Subunità Segmento elicoidale 


Figura 7.60 Una struttura elicoidale composta da un singolo tipo di 
subunità. 


subunità vengono dette quasi-equivalenti. Le sub- 
unità di molte proteine strutturali, come quelle del 
muscolo (paragrafo 34.3A) si associano in fibre con 
una simmetria elicoidale. 


C. Determinazione 
della composizione in subunità 


Il numero di diversi tipi di subunità presenti 
in una proteina oligomerica può essere stabilito dal- 
Panalisi dei suoi gruppi terminali. In linea di princi- 
pio, la composizione in subunità di una proteina può 
essere determinata confrontando la sua massa mole- 
colare con quella delle sue subunità. In pratica, però, 
molte difficoltà sperimentali, come la parziale disso- 
ciazione di una proteina supposta intatta e la scarsa 
precisione dei metodi di determinazione dei pesi mo- 
lecolari, spesso rendono queste analisi poco credibili. 


L’ibridizzazione fornisce informazioni 
sulla struttura quaternaria 


È possibile usare un procedimento alternativo 
se sono disponibili due specie chimicamente diverse 
e quindi separabili della proteina. Le specie possono 
essere proteine con una struttura primaria legger- 
mente diversa, ottenute da organismi diversi, oppu- 
re, come accade nella maggior parte dei casi, varian- 
ti di una proteina presenti nello stesso organismo. 
Le due proteine oligomeriche diverse vengono puri- 
ficate, mescolate tra loro, dissociate nei loro costituenti 
in condizione di blanda denaturazione (ad esempio, 
variazioni di pH o aggiunta di urea) e quindi lasciate 
riassociare (ripristinando il pH originale o dializzan- 
do via l’urea). Se le proteine native contengono n- 
protomeri (S, e S'n), questo procedimento produrrà 
(n+1) specie di molecole ibride con una composi- 
zione in subunità mista del tipo Sn Sn-15’, Sn-25'2, 
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. + +35°n, che possono essere analizzate per esempio 
in elettroforesi. I vertebrati possiedono due varietà 
dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH): il tipo M, 
che è predominante nel muscolo scheletrico, ed il ti- 
po H presente nel tessuto cardiaco. L’ibridizzazione 
di questi due oligomeri mediante ripetuti cicli di con- 
gelamento genera cinque isozimi (isoenzimi; enzi- 
mi cataliticamente e strutturalmente simili ottenuti 
dallo stesso organismo) di LDH che hanno la compo- 
sizione in subunità Ma, M3H, M3H., MH;, Hy (Fig. 
7.61). Ciò dimostra che l’LDH è un tetramero. 

In un metodo simile, la proteina può essere marca- 
ta per, ad esempio, succinilazione, 


lo) 
% 
Ri pOH 
(CHoyNHz + Q | 
\c_CH3 
4 
o) 
Lys Anidride succinica 
O i O 
Il 74 
(CHa): NH —C— (CHyly —C + H} 
o 


che altera la mobilità elettroforetica di una proteina 
variando la sua carica ionica. John Gerhart e Howard 
Schachman usarono questa tecnica per determinare 
la distribuzione geometrica delle subunità nell’aspar- 
tato transcarbamilasi (ATCasi) di E. coli. L’ATCasi 
ha due tipi di subunità, la subunità catalitica c e la 
subunità regolatrice r (i loro ruoli enzimatici sono 
discussi nel paragrafo 12.4). Misure di massa moleco- 
lare (c= 33 kD, r= 17 kD e ATCasi= 300 KD) hanno 
suggerito una composizione in subunità del tipo cere. 
Questa ipotesi è stata confermata dalle prime indagi- 
ni ai raggi X, che dimostrarono che }'ATCasi ha una 
simmetria D3 (ricordate che una proteina con sim- 
metria D3 deve avere sei protomeri; Fig. 7.57b). Il 
trattamento con mercuriali organici, come il para- 


idrossimercuribenzoato che reagisce con i gruppi 
sulfidrilici della Cys, 


CH, SH + HO Hg )-000° 


Cys p-idrossimercuribenzoato 


CH St sk )- cCOO” 
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Figura 7.61 Elettroforetogramma della lattato deidrogenasi bovina. Le 
forme M ed H della LDH hanno mobilità elettroforetica diversa (cor- 
sie esterne). Dopo l‘ibridizzazione di questi oligomeri, si formano 
cinque isozimi facilmente distinguibili nell’elettroforesi (corsia cen- 
trale); questo fatto indica che I'LDH è un tetramero. (Per gentile con- 
cessione di Clement Markert, North Carolina State University.) 


Subunità 
regolatrice 


Subunità 
catalitica 


Figura 7.62 Struttura quaternaria dell’aspartato transcarbamilasi di £. 
coli, determinata da analisi ai raggi X. Le subunità catalitiche sono 
rappresentate dalle sfere arancio e quelle regolatrici dalle sfere più 
piccole in viola. La molecola ha una simmetria D3. (a) Vista lungo 
il triplo asse di simmetria (triangolo). (b) Vista lungo il doppio asse 
di simmetria (ellisse). (Fonte: KANTROWITZ, E.R., PASTRA-LANDIS, S.C. 
e Lipscom8, W.N., Trends Biochem. Sci., 5, p. 150, 1980.) 


causa la dissociazione dell’ATCasi secondo la reazione 
Core ® 203 +3r2 


Il trimero catalitico c3 fu isolato e succinilato per for- 
mare c3. Quando questi furono mescolati con trime- 
ri catalitici non modificati ed un eccesso di dimeri 
regolatori r in condizioni che favorivano la rifor- 
mazione della ATCasi, furono identificati con l’elet- 
troforesi soltanto tre prodotti: cerg, 0303rg e cere. Ciò 
dice che le subunità catalitiche non sono scambiabili 
tra i trimeri catalitici dell’ATCasi; per esempio, non 
si è formato l’enzima con la composizione in subuni- 
tà c4c3rs. Il trimero c3 deve quindi essere un’entità 
separata dell’enzima. Studi simili condotti utilizzan- 
do i dimeri regolatori succinilati, r3, hanno dimostra- 
to che anche il dimero regolatore mantiene la sua 
integrità nell’ATCasi. In base a queste osservazioni, 
la composizione in subunità della ATCasi è, molto 
più realisticamente, (c3)2(r2)3. Questo risultato è sta- 
to in seguito confermato anche da indagini cristallo- 
grafiche ai raggi X (Fig. 7.62). 


Gli agenti che formano ponti trasversali 
stabilizzano gli oligomeri 


Un altro metodo di analisi della struttura qua- 
ternaria, specialmente utile per le proteine oligome- 
riche che si dissociano facilmente, contempla l’uso 
di agenti capaci di formare legami (ponti) crociati, 
come il dimetilsuberimidato o la glutaraldeide 
(Fig. 7.63). Le reazioni di formazione dei legami cro- 
ciati, quando avvengono in presenza di concentra- 
zioni proteiche molto basse per evitare le reazioni 
intermolecolari, tendono a congiungere covalente- 
mente soltanto le subunità di una molecola, che non 
distino tra loro più di quanto non sia la lunghezza 
dell’agente utilizzato (ed assumendo ovviamente che 
siano presenti nella molecola anche gli opportuni re- 
sidui). La massa molecolare della proteina con i lega- 
mi crociati può fornire il numero minimo di catene 
presenti nel complesso. Questi studi possono stabili- 
re anche le distanze che esistono tra le varie subuni- 
tà, in particolare se viene usata una serie di agenti 
con lunghezza diversa. 


D. Complessi multienzimatici 


Gruppi di enzimi che catalizzano due o più tap- 
pe di una sequenza metabolica sono spesso associati 
non covalentemente per formare complessi mul- 
tienzimatici. Questi insiemi simmetrici di enzimi 
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NH Figura 7.63 Il dimetilsuberimi- 
Il Il dato e la glutaraldeide sono 
2 (CHo)y NH, + HsC—0—C—(CHyg, —C—0—CHy agenti bifunzionali che reagi- 
scono covalentemente forman- 
Lys Dimetilsuberimidato do legami trasversali tra due 
° residui di Lys. 
2CH30H î 
2 NH; 
(CHo), TNH—C—(CHo)g, — C_NH —(CHo) 
Ù Ù 
2 (CHo)ya NH o, + HC—(CHo}3— CH 
Lys Glutaraldeide 
2H0 
(md) —N=CH—(CHy), — CH=N—(CHa)l 
(a) (b) (c) 


(b) 


Figura 7.64 Fotografia al microscopio elettronico del complesso della 
piruvato deidrogenasi di £. coli (a) e della diidrolipoil transacetilasi 
{E2) (b), nucleo del complesso. (Per gentile concessione di Lester 
Reed, Clayton Foundation Biochemical Institute.) 


hanno masse molecolari variabili da alcune centinaia 
a diverse migliaia di kD. Queste strutture molto or- 
ganizzate consentono il passaggio diretto di un sub- 
strato da un enzima a quello successivo nella via me- 
tabolica. 

Il complesso della piruvato deidrogenasi di E. 
coli, che è stato studiato da Lester Reed, è uno dei 
complessi multienzimatici meglio caratterizzati. Es- 


Figura 7.65 Complesso multienzimatico della piruvato deidrogenasi 
di £.coli. (a) La diidrolipoil transacetilasi (E2) «nucleo» del complesso 
della piruvato deidrogenasi. Le sue 24 subunità (sfere verdi) si asso- 
ciano agli angoli di un cubo ideale, formando una particella con una 
simmetria rotazionale cubica (simmetria O). (b) Modello del comples- 
so della piruvato deidrogenasi di £. coli. Le 24 subunità di piruvati 
deidrogenasi (E3) (sfere arancio) formano dimeri che si associano al 
nucleo di E, (i/ cubo ombreggiato) al centro di ciascuno dei suoi 
12 bordi. Le dodici subunità di diidrolipoil deidrogenasi (E;) (sfere 
viola) formano dimeri che si dispongono al centro di ciascuna delle 
sei facce del cubo di E7. (0) Il complesso completato, combinando 
le parti (a) e (b), con tutte le 60 subunità. 


so è costituito da tre enzimi, la piruvato deidroge- 
nasi (E3), la diidrolipoil transacetilasi (E2) e la 
diidrolipoil deidrogenasi (E3), che si associano in 
molte copie, formando una particella con una massa 
di circa 4600 kD (Tabella 7.6). Le reazioni catalizzate 
da questo sistema enzimatico, che rappresentano una 
tappa essenziale del metabolismo energetico, sono di- 
scusse nel paragrafo 19.2A. 


ni ie 
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Massa 


elettronico hanno dimostrato che ha una simmetria 
cubica (Fig. 7.64b). Nella Fig. 7.65a è rappresentato 
un modello di questa struttura (confrontatela con la 


. molecolare iii o simmetria O nella Fig. 7.57c). Le subunità E; forma- 

Enzima della subunità ” comple Ss no dimeri che si legano al cubo di E, circa al centro 

(kD) dei suoi 12 bordi (Fig. 7.65b e c). Anche le subunità 

Rio eee) 96 24 E3 formano dimeri che si legano al centro delle sei 

dari ilasi (E 70 5a facce del cubo di E.. Gli altri complessi multienzi- 

Diidrotipoli wansacetast (E) si matici hanno simmetrie poliedriche altrettanto ela- 
Diidrolipoil deidrogenasi (E3) 56 12 borate. 


Fonte: Reep, L.J., Acc. Chem. Res., 7, pp. 40-46, 1974. 


Le fotografie al microscopio elettronico del com- 
plesso della piruvato deidrogenasi nella sua interez- 
za hanno mostrato una particella poliedrica con un 
diametro di circa 300 À (Fig. 7.640). L’enzima Ex iso- 
lato forma una particella con 24 subunità identiche 
(catene polipeptidiche), come nel complesso nativo. 
Le fotografie di questa particella al microscopio 


Le proteine oligomeriche ed i complessi multienzi- 
matici sono esempi del livello più basso di organiz- 
zazione strutturale macromolecolare. Le strutture 
sopramolecolari, come i ribosomi o i componenti 
della membrana della catena di trasporto degli elet- 
troni, presentano organizzazioni macromolecolari di 
livello superiore. È, però, l’enorme e complessa orga- 
nizzazione gerarchica di molecole individualmente ina- 
nimate che forma la base strutturale della vita. 


APPENDICE 


Immagini stereoscopiche 


Anche se viviamo in un mondo tridimensionale, le immagini che ve- 
diamo sono state proiettate su un piano bidimensionale della nostra retina. 
Per la percezione della profondità è necessaria quindi la vista binoculare: 
le piccole differenze nelle immagini percepite da ogni occhio vengono elabo- 
rate nel cervello per formare una singola immagine tridimensionale. 

Le fotografie bidimensionali di oggetti complessi e tridimensionali sono 
difficili da interpretare in quanto vengono a mancare tutte le informazioni 
riguardo alla terza dimensione. È possibile recuperare la parte mancante 
presentando a ciascun occhio un’immagine dell’oggetto tridimensionale si- 
mile a quella che si genererebbe al suo interno se stesse guardando l’oggetto 
in quel momento. Una coppia stereo è quindi costituita da due immagini, 
una per occhio. I punti corrispondenti nelle coppie stereo sono in genere 


| separati da sei centimetri, che corrispondono alla distanza media tra gli oc- 


chi nell’uomo. Le rappresentazioni stereo vengono di solito preparate da un 
computer in quanto richiedono una buona precisione delle relazioni geome- 
triche tra i due membri della coppia stereo. 

Quando osserviamo una immagine stereo, bisogna superare il normale mo- 
do di vedere, in quanto ogni occhio deve vedere la corrispondente immagine 
indipendentemente. Sono ora disponibili in commercio visori che aiutano 
queste osservazioni. Con un poco di prove e di pratica è possibile imparare 
ad usare un occhio separatamente dall’altro. Ponete un dito a circa trenta 
centimetri dagli occhi mentre state osservando un oggetto più lontano. Ad 
un certo punto vi accorgerete che state vedendo due immagini del vostro 
dito. Se, anche dopo un certo tempo, continuate a vedere una sola immagine, 
provate a chiudere alternativamente gli occhi per stabilire quale dei due 
sta vedendo l’immagine che percepite. Forse coprendo e scoprendo questo 
occhio dominante, mentre è fisso vicino al dito, potrà aiutarvi a comprende- 
re il funzionamento indipendente degli occhi. 
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Figura 7.66 Rappresentazione stereo di un tetraedro inscritto in un cubo. Se osservato con le opportu- 
ne modalità, l'apice del tetraedro sembrerà puntare verso l'osservatore. 


Il principio coinvolto nella visione di immagini stereo è quello di fondere 
visivamente il membro sinistro della coppia stereo osservato dall’occhio sini- 
stro con il membro destro, osservato invece dall’occhio destro. Per fare ciò, 
sedetevi ad un tavolo e centrate gli occhi sul disegno stereo, simile a quello 
della Fig. 7.66, posto a circa trenta centimetri, e fissate attraverso il disegno 
un punto che sia circa trenta centimetri più sotto. Provate a fondere i mem- 
bri centrali delle quattro immagini fuori fuoco che state vedendo. Quando 
ci sarete riusciti, il vostro sistema visivo sarà «bloccato» sull’oggetto e questa 
immagine centrale fusa apparirà tridimensionale. Ignorate le immagini ester- 
ne. Potete girare leggermente il libro che deve essere perfettamente piano 
per portare le due immagini allo stesso livello, oppure potete spostare lenta- 
mente la testa. In qualche caso può essere di aiuto mettere il libro sul bordo 
di un tavolo, porre un dito circa trenta centimetri sotto il disegno e fissare 
il dito mentre vi concentrate sulla coppia stereo. Un altro trucco è quello 
di porre una mano distesa o un foglio di carta tra gli occhi in modo che 
l’occhio sinistro veda soltanto la parte sinistra della coppia stereo e l’occhio 
destro soltanto la parte destra e poi fondere le due immagini che state osser- 
vando. 

La fase finale di questa prova è quella di mettere a fuoco l’immagine man- 
tenendo la fusione. Ciò non è sempre facile, in quanto la nostra tendenza 
ci porta sempre a metter a fuoco su un punto in cui i nostri sguardi conver- 
gono. Può essere d’aiuto avvicinare o allontanare lentamente la testa dal dise- 
gno. La maggior parte delle persone (compresi gli autori di questo libro) 
hanno bisogno di una certa pratica per utilizzare le immagini stereoscopiche 
senza un opportuno visore. Le informazioni tridimensionali fornite da que- 
ste coppie stereo, a parte l’aspetto estetico, sono sicuramente importanti e 
facilitano la comprensione di molti princìpi strutturali. Le figure stereo ri- 
portate in questo testo sono state scelte per la loro chiarezza anche senza 
la stereoscopicità; con la terza dimensione è possibile aumentare ancora la 
chiarezza dell'immagine. 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Il gruppo peptidico è limitato da effetti di riso- 
nanza ad una conformazione trans e planare. Le in- 
terazioni steriche limitano ulteriormente le conforma- 
zioni dello scheletro polipeptidico, restringendo il nu- 
mero degli angoli di torsione, $ e Y, del gruppo pepti- 
dico consentiti in tre piccole regioni del diagramma 
di Ramachandran. L’a-elica; i cui angoli conforma- 
zionali cadono nelle regioni consentite del diagram- 
ma di Ramachandran, è stabilizzata da legami idro- 
geno. L’elica 310, che è avvolta più strettamente del- 
l'elica a, cade in una regione moderatamente proibi- 
ta del diagramma di Ramachandran. Essa può esse- 
re presente come singolo giro al termine di strutture 
ad a-elica. Nei foglietti ripiegati B paralleli o antipa- 
ralleli, due o più catene polipeptidiche quasi comple- 
tamente estese si associano con legami idrogeno a quel- 
le vicine. Questi foglietti B hanno una curvatura de- 
strorsa se visti nella loro lunghezza. La catena poli- 
peptidica può invertire la sua direzione mediante un 
ripiegamento f. Le altre organizzazioni della catena 
polipeptidica, collettivamente note come conformazioni 
a spirale ripiegata, sono più difficili da descrivere, 
ma non sono meno ordinate delle strutture a o 6. 

Le proprietà meccaniche delle proteine fibrose pos- 
sono essere correlate alla loro struttura. La cherati- 
na, il principale componente dei capelli, delle corna 
e delle unghie, forma protofibrille costituite da due 
coppie di a-eliche in cui i membri di ciascuna coppia 
sono arrotolati insieme in un avvolgimento sinistror- 
so. La flessibilità della cheratina diminuisce all’au- 
mentare dei legami disolfuro trasversali tra le proto- 
fibrille. La fibroina della seta forma fibre flessibili 
ma non estensibili di grande resistenza. Essa esiste 
in una disposizione semicristallina di foglietti B anti- 
paralleli, in cui strati con catene laterali di Gly si 
alternano a strati con catene laterali di Ser ed Ala. 
Il collageno è il principale componente proteico del tes- 
suto connettivo. Ogni terzo residuo della sua moleco- 
la è Gly e molti degli altri sono Pro e Hyp. Questa 
caratteristica consente al collageno di formare una 
struttura a tripla elica simile ad una fune con una 
grande resistenza alla tensione. Le molecole di colla- 
geno si aggregano in disposizioni sfalsate per genera- 
re le fibrille che sono legate tra loro covalentemente 
da legami trasversali derivati dalle catene laterali di 
residui di His e di Lys. L’elastina, che ha proprietà 
elastiche, forma reticoli tridimensionali senza una 
struttura regolare. Le sue catene polipeptidiche sono 
legate tra loro con sistemi simili a quelli del collageno. 

La possibilità di studiare la struttura di una pro- 
teina ai raggi X è limitata dal disordine cristallino 
che abbassa la risoluzione nell’ambito di 2,0-3,5 À. 


È necessario, quindi, conoscere anche la sua struttu- 
ra primaria per confrontarla con la mappa di densi- 
tà degli elettroni. Alcune evidenze sperimentali sugge- 
riscono che le strutture cristalline delle proteine sono 
molto simili a quelle che esse hanno in soluzione. La 
struttura terziaria di una proteina globulare dipen- 
de dai diversi aspetti della sua struttura secondaria 
e dalla disposizione delle sue catene laterali nello spa- 
zio. I suoi residui amminoacidici tendono a segregare 
in base alla polarità. I residui non polari sono prefe- 
renzialmente presenti nell’interno di una proteina al 
di fuori del contatto con il solvente acquoso, mentre 
i residui polari carichi sono localizzati sulla superfi- 
cie. I residui polari non carichi possono essere presen- 
ti in entrambe le regioni ma, se posti all’interno for- 
mano legami idrogeno con altri gruppi. L’interno di ‘ 
una molecola proteica è simile per la sua compattez- 
za ad un cristallo di una molecola organica. Le pro- 
teine più grandi si ripiegano spesso in due o più do- 
mini che possono avere proprietà strutturali e fun- 
zionali indipendenti. Alcuni particolari elementi di 
struttura secondaria, noti come strutture supersecon- 
darie, sono ripetutamente presenti nelle proteine glo- 
bulari. Essi hanno ruoli sia strutturali che funzionali. 

Le proteine hanno strutture native relativamente 
stabili che si formano come risultato di un fine equi- 
librio tra le varie forze non covalenti a cui sono sog- 
gette: le interazioni ioniche e dipolari, i legami idroge- 
no e le forze idrofobiche. Nelle soluzioni acquose le 
interazioni ioniche sono relativamente deboli per gli 
effetti di solvatazione dell’acqua. Le varie interazioni 
tra dipoli permanenti ed indotti, dette collettivamen- 
te forze di van der Waals, sono sempre deboli ed effi- 
caci solo in uno stretto ambito. Esse hanno ugual- 
mente un’influenza fondamentale nella struttura delle 
proteine per il loro numero molto elevato. I legami 
idrogeno sono molto più direzionali delle altre forze 
non covalenti. Essi aggiungono poca stabilità alla 
struttura di una proteina in quanto i legami idroge- 
no che una proteina forma nel suo interno non sono 
più forti di quelli che la stessa proteina non ripiegata 
può formare con l’acqua. Anche se una proteina è 
relativamente poco più stabile una volta che si sono 
formati tutti i suoi legami idrogeno interni, essi sono 
determinanti nello specificare la struttura nativa. Le 
forze idrofobiche derivano dall’ordine sfavorevole che 
assumono le molecole di acqua nell’idratazione dei 
gruppi non polari. Con il ripiegamento, una proteina 
pone questi gruppi non polari fuori dal contatto con 
l’acqua, minimizzando queste interazioni sfavorevo- 
li. Il fatto che la maggior parte dei denaturanti pro- 
teici interferiscano con gli effetti idrofobici dimostra 
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l’importanza di queste forze nello stabilizzare la strut- 
tura nativa delle proteine. I ponti disolfuro sono spesso 
implicati nella stabilizzazione della struttura di pro- 
teine extracellulari. 

Molte proteine sono costituite da aggregati di subu- 
nità, senza legami covalenti, in cui queste ultime pos- 
sono essere identiche o meno. Le proteine oligomeri- 
che hanno una simmetria rotazionale. I protomeri in 
molte proteine fibrose presentano una simmetria eli- 
coidale. La struttura in subunità delle proteine può 
essere determinata con una varietà di tecniche, com- 
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1. Qual'è la lunghezza di una a-elica di una catena poli- 
peptidica composta di venti residui? Qual è la sua 
lunghezza quando è completamente estesa (tutta 
trans)? 


*2. Da un esame delle Figg. 7.7 e 7.8, appare che l’ango- 


lo $ della conformazione polipeptidica è più limitato 
di quanto non sia l'angolo Y. Riferendosi alla Fig. 
7.4, 0 meglio ancora a un modello molecolare, indi- 
cate la fonte delle interferenze steriche che limitano 
i valori di $ permessi, quando y è uguale a 180°. 


3. Per una catena polipeptidica costituita da y-ammino- 
acidi, stabilite la nomenclatura dell’elica analoga al- 
elica 310 degli a-amminoacidi. Assumete che abbia 
un passo di 9,9 À ed un incremento di 3,2 À per re- 
siduo. 


48 Asp —96 36 
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*4, La Tabella 7.7 riporta gli angoli di torsione $ e y 


del lisozima del bianco d’uovo per i residui che van- 
no dalla posizione 24 alla 73 di questa proteina com- 
posta di 129 amminoacidi. (La convenzione usata è 
quella con $=y=180° per la catena polipeptidica 
completamente estesa, come nella Fig. 7.7.) (a) Qual 
è la struttura secondaria del tratto 26-35? (b) Qual 
è la struttura secondaria del tratto 42-53? (c) Qual 
è la probabile identità del residuo 54? (d) Qual è la 
struttura secondaria del tratto 56-68? (e) Qual è la 
struttura secondaria del tratto 69-71? (f) Quali altre 
informazioni, oltre agli angoli di torsione $ e y sono 
necessarie per definire la struttura tridimensionale 
della proteina? 


geni Amminoacido id Ru MII Amminoacido ‘ uo so 
24 Ser — 60 147 49 Gly 95 —-75 
25 Leu — 49 —32 50 Ser —18 138 
26 Gly — 67 —34 s1 Thr —131 157 
27 . Asn — 58 — 49 52 Asp —115 130 
28 Trp D3, -32 53 Tyr — 126 146 
29 Val —82 =26 54 xx 67 —179 
30 Cys — 69 — 44 55 Ile —42 —37 
31 Ala =Bi — dh 56 Leu — 107 14 
32 Ala 72 -29 57 Gin | 35 54 
33 Lys 66 -& 58 Ile -72 133 
34 Phe =67 —23 59 Asn 76 153 
35 Glu =#1 =51 60 Ser —93 =3 
36 | Ser —126 —8 61 Arg —83 —19 
37 Asn 68 27 62 Trp >133 —37 
38 Phe 79 6 63 Trp —91 —32 
39 Asn — 100 109 64 Cys —151 143 
40 Thr —70 —18 65 Asn —85 140 
41 Glu —84 -36 66 Asp 133 8 
42 Ala —30 142 67 Gly 73 8 
43 Thr —142 150 68 Arg —135 17 
44 Asn — 154. 121 69 Thr —122 83 
45 Arg -91 136 70 Pro —39 — 43 
46 Asn — 110 174 71 Gly set = 
47 Thr "66 —20 72 Ser —45 122 
73 Arg — 124 146 


Fonte: Imoro, T., JoHNSON, L.N., NORTH, A.C.T., Phiuutes, D.C. e Ruptey, }.A., in Bover, P.D., (curatore), (1972), The Enzymes, 3? ed., Vol. 7, pp. 693-695, Acade 
mic Press. 


5. 


10. 


11. 


12. 


13. 


I capelli si rompono più facilmente nella direzione 
dell’asse della fibra, mentre le unghie si spaccano 
trasversalmente rispetto al dito e non nel senso della 
lunghezza. Qual è la direzione delle fibrille di chera- 
tina nei capelli e nelle unghie? Spiegate perché. 


Quali caratteristiche strutturali sono responsabili del 
fatto che le a-cheratine possono essere allungate fino 
a due volte la loro lunghezza normale, mentre la 
seta è praticamente non estensibile? 


Qual è la velocità di crescita, in giri/s, delle a-eliche 
in un capello che si allunga di 15 cm per anno? 


La poliprolina può formare una tripla elica simile 
a quella del collageno? Spiegate perché. 


Come ingegnere di Madre Natura, vi è stato chiesto 
di disegnare una a-elica con cinque giri che è desti- 
nata ad avere metà della sua circonferenza immersa 
all’interno di una proteina. Disegnate il vostro pro- 
totipo e indicate la sua sequenza in amminoacidi. 


Il B-amminopropionitrile è molto efficace nel ridur- 
re l’eccessiva formazione di cicatrici dopo una ferita 
o una bruciatura (anche se il suo uso è controindica- 
to per i suoi effetti collaterali). Qual è il meccanismo 
d’azione di questo latirogeno? 


Le proteine possono essere classificate in proteine a, 
B, 2/8, oppure a+ a seconda che la loro struttura 
terziaria sia costituita prevalentemente da a-eliche, 
da strutture 8, da un’alternanza di a-eliche e strut- 
ture 8 oppure da alcune a-eliche e strutture 8 che 
tendono ad aggregarsi piuttosto che porsi l’una di 
seguito all’altra nella catena polipeptidica. Classifica- 
te le seguenti proteine in base a questo sistema e, 
dove è possibile, identificate le loro strutture super- 
secondarie; carbossipeptidasi A (Fig. 7.19a), trioso fo- 
sfato isomerasi (Fig. 7.19b), mioglobina (Fig. 7.42), 
concanavalina A (Fig. 7..43), anidrasi carbonica (Fig. 
7.44), gliceraldeide fosfato deidrogenasi (Fig. 7.46) e 
prealbumina (Fig. 7.58). 


La proteina di rivestimento del virus del pomodoro 
cespuglioso nano è costituita da 180 subunità chimi- 
camente identiche, ognuna delle quali è composta 
di circa 386 residui amminoacidici. La probabilità che 
un amminoacido sbagliato venga incorporato biosin- 
teticamente in una catena polipeptidica è di una su 
tremila per residuo. Calcolate il numero medio di 
subunità proteiche del rivestimento che devono es- 
sere sintetizzate per avere un rivestimento virale per- 
fetto. Quale sarà questo numero se il rivestimento 
virale fosse costituito da una singola catena polipep- 
tidica con un numero di amminoacidi corrisponden- 
te alla somma dei residui di tutte le subunità che 
compongono il rivestimento? 


Stabilite la simmetria rotazionale dei seguenti ogget- 
ti: (a) una stella marina, (b) una piramide a base qua- 
drata, (c) una scatola rettangolare e (d) una dipirami- 
de trigonale. 


14. 


15. 


16. 


17. 


- 18. 


19. 


20. 


*21. 


*22. 
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La mioglobina e le subunità dell’emoglobina sono pro- 
teine con dimensioni e strutture simili. Confrontate 
il rapporto tra residui amminoacidici non polari e 
polari nella mioglobina e nell’emoglobina. 


Perché le forze di dispersione di London sono spesso 
attrattive? 


Le proteine legate alla membrana sono in genere stret- 
tamente associate ai gruppi non polari delle moleco- 
le lipidiche (paragrafo 11.3A). Spiegate perché i de- 
tergenti modificano l’integrità strutturale delle pro- 
teine legate alla membrana, in confronto agli effetti 
che essi hanno sulle proteine globulari. 


L’emoglobina presente nelle cellule falciformi (Hb S) 
differisce dall’emoglobina umana normale degli adulti 
per una singola mutazione, Glu86 sostituito da Val, 
che determina l’aggregazione delle molecole di Hb 
S in particolari condizioni (paragrafo 6.3A). Quando 
la temperatura viene abbassata a 0 °C, i filamenti 
di Hb S che si sono formati alla temperatura corpo- 
rea tendono a dissociarsi. Spiegate perché. 


Indicate quali evidenze sperimentali sono in disac- 
cordo con l’ipotesi che l’urea e lo ione guanidinio 
agiscano nella denaturazione delle proteine compe- 
tendo con i legami idrogeno interni. 


Le proteine vengono spesso denaturate se la soluzio- 
ne in cui sono sciolte viene agitata abbastanza vio- 
lentemente da formare schiuma. Indicate il mecca- 
nismo di questo processo. (Nota: i gruppi non polari 
dei detergenti si pongono all’interfaccia aria-acqua, 
rivolti verso l’aria.) 


Una proteina oligomerica in un tampone diluito a 
pH 7 si dissocia nelle sue subunità costituenti quan- 
do viene esposta ai seguenti agenti. Quali di queste 
osservazioni non sono in accordo con il fatto che le 
interazioni idrofobiche siano le uniche a stabilizzare 
la struttura quaternaria di una proteina? Spiegate per- 
ché. (a) 6M guanidinio cloruro, (b) 20% etanolo, (0) 
2M NacCÌ, (d) temperature sotto i 0 °C, (e) 2-mercap- 
toetanolo, (f) pH 3 e (g) 0,01m SDS. 


Quali sono le quantità relative di ogni forma isozi- 
matica prodotta, quando vengono fatte ibridizzare 
tra loro quantità equimolari di lattato deidrogenasi 
pura del muscolo (M4) e del cuore (Hg? 


L’elettroforesi di una proteina in gel di poliacrilami- 
de in presenza di SDS mostra due bande corrispon- 
denti alle masse molecolari di 10 KD e di 17 KD. Do- 
po la formazione di legami trasversali con dimetilsu- 
berimidato in condizioni di opportuna diluizione per 
evitare legami trasversali intermolecolari, l’analisi in 
elettroforesi in presenza di SDS rivela l’esistenza di 
12 bande con masse molecolari di 10, 17, 20, 27, 30, 
37, 40, 47, 54, 57, 64, e 74 kD. Assumendo che il 
dimetilsuberimidato formi legami trasversali solo con 


‘ subunità in contatto tra loro, deducete la struttura 


quaternaria della proteina. 


LE x LIL 
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Nei capitoli precedenti abbiamo visto come 
le proteine vengono costruite dai loro costituenti. Sia- 
mo ora nella stessa posizione di quel meccanico che 
è in grado di smontare e rimontare un motore di 
un’automobile senza sapere come il motore funzio- 
na. Per comprendere come funziona una proteina, 
dobbiamo conoscere il tipo di movimenti interni a 
cui va incontro nell’espletamento delle sue funzioni 
biologiche e come la proteina raggiunge la sua con- 
formazione nativa. Messa nei termini del nostro mec- 
canico di automobili, dobbiamo comprendere quali 
operazioni fanno gli «ingranaggi» e le «leve» della pro- 
teina durante lo svolgimento della sua funzione bio- 
logica. Questo è un problema di enorme complessità 
di cui possiamo solo intravvedere la soluzione. Po- 
tremo vedere in seguito che, anche se è nota la strut- 
tura ai raggi X di molti enzimi, ben pochi meccani- 
smi enzimatici sono invece noti in dettaglio. Ciò è 
dovuto al fatto che le nostre conoscenze su come in- 
teragiscono tra loro i gruppi che compongono una 
proteina sono ancora molto incomplete. Per quanto 
riguarda le proteine, dobbiamo quindi superare di 
molto il nostro livello ancora iniziale di conoscenza. 


In questo terzo capitolo sulla struttura delle protei- 


ne, prenderemo in esame il comportamento tempo- 
rale delle proteine. Per prima cosa, vedremo come 
un polipeptide con una struttura casuale si ripiega 
nella sua conformazione nativa. Analizzeremo poi 
le proprietà dinamiche delle proteine native; cioè la 
natura ed il significato funzionale dei movimenti in- 
terni. Alla fine del capitolo estenderemo la discussio- 
ne iniziata nel paragrafo 6.3 sull’evoluzione delle pro- 
teine in termini di struttura tridimensionale. 


1. RIPIEGAMENTO DELLE PROTEINE: 
TEORIA ED ESPERIMENTI 


Le prime nozioni sul ripiegamento delle pro- 


THE 


MELI 


Figura 8.1 Disegno di T.A. Bramley, in RoBson, B., Trends Biochem. 
Sci., 1, p. 50, 1976. Copyright © 1976 Elsevier Biomedical Press. 
Riprodotta con autorizzazione. 


teine postulavano l’esistenza di «stampi» che forza- 
vano la proteina ad assumere la sua conformazione 
nativa. Anche se fosse vera, dquesta spiegazione ri- 
proporrebbe l’interrogativo sul ripiegamento delle 
proteine, invece di risolverlo: infatti bisogna sempre 
spiegare come lo stampo raggiunga la sua conforma- 
zione specifica. Le proteine si ripiegano spontanea- 
mente nella loro conformazione nativa in condizioni 
fisiologiche. Ciò implica che sia la struttura primaria 
delle proteine a determinare la loro struttura tridi- 
mensionale. In generale, in condizioni fisiologiche, 
la struttura delle proteine si autodetermina e non 
ha bisogno di stampi esterni per guidare il processo 
di ripiegamento nella conformazione corretta. 


A. Rinaturazione delle proteine 


Anche se fin dagli anni 30 erano state ottenute 
prove del fatto che le proteine potevano essere dena- 
turate reversibilmente, fu soltanto nel 1957 che gli 
esperimenti di Christian Anfinsen sulla RNasi A con- 
sentirono di parlare di rinaturazione delle protei- 
ne in termini quantitativi. L’RNasi A, una proteina 
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di 124 residui a catena singola, assume una confor- 
mazione completamente casuale quando i suoi quat- 
tro ponti disolfuro vengono rotti in modo riduttivo 
in una soluzione contenente urea 8M e 2-mercap- 
to-etanolo (Fig. 8.2). Dializzando via, in seguito, l’u- 
rea ed esponendo la soluzione all’ossigeno dell’aria 
a pH 8,0 si riforma una proteina virtualmente com- 
pletamente attiva e fisicamente indistinguibile dalla 
RNasi A nativa. La proteina si è rinaturata sponta- 
neamente. Ogni riserva derivata dal fatto che tutto 
accadeva perché in realtà ’RNasi non era denatura- 
ta completamente dal trattamento in urea 8M, è sta- 
ta rimossa dai risultati della sintesi chimica che ha 
prodotto una RNasi enzimaticamente attiva (para- 
grafo 6.4B). 

Per la rinaturazione dell’RNasi è necessario che i 
suoi quattro ponti disolfuro si riformino. La probabi- 
lità che uno degli otto residui di Cys della RNasi ri- 
formi casualmente un ponte disolfuro con il residuo 
di Cys corretto (quello con cui interagisce nella for- 
ma nativa della proteina) corrisponde ad 1/7; la pro- 
babilità che uno dei rimanenti sei residui di Cys for- 
mi a sua volta un ponte disolfuro corretto diventa 
1/5 e così via. La probabilità complessiva che la RNasi 
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19 Molecola nativa 
di RNasi A 


Riduzione con 
HOCH2CHoSH 


Ossidazione 
con 0g a pH 8 
(condizioni rinaturanti) 


Molecola 
ridotta 
rinaturata 


Figura 8.2 Denaturazione riduttiva e rinaturazione ossidativa della 
RNasi A. (Copyright © Irving Geis.) 


ha di riformare casualmente tutti e quattro i suoi 


ponti disolfuro correttamente è 
Paritesk. al ax 
x-x-x-=— 
7 5 3 1 105 


Chiaramente, nelle condizioni di rinaturazione i ponti. 


disolfuro non si possono riformare casualmente. 
Se l’RNasi viene riossidata in presenza di urea 8M 


Figura 8.3 Un meccanismo plausibile per la reazione di interscambio 
di disolfuri catalizzata da tioli o da un enzima. Il nastro viola rappre- 
senta lo scheletro polipeptidico della proteina. 


{condizioni denaturanti) 
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e quindi i ponti disolfuro si riformano mentre la pro- 
teina ha ancora una conformazione assolutamente ca- 
suale, e solo dopo viene rimossa per dialisi l’urea, 
come ci si può aspettare soltanto 1°1% dell’enzima 
ritorna attivo. Questa RNasi «casuale» può essere con- 
vertita nella forma completamente attiva se trattata 
con piccole quantità di 2-mercaptoetanolo che, nel 
giro di circa 10 ore, catalizza reazioni di scambio tra 
disolfuri fino a che non viene raggiunta la confor- 
mazione nativa (Fig. 8.3). Lo stato nativo della RNasi 
è quindi in condizioni fisiologiche quello «localmen- 
te» più stabile (il più stabile senza grandi riarrangia- 
menti conformazionali), anche se non è certo che que- 
sto stato corrisponda alla conformazione «globalmen- 
te» più stabile. Se una proteina ha una conformazio- 
ne più stabile di quella nativa, la conversione pre- 
senta però una barriera di attivazione così elevata 
da renderla cineticamente nulla (la velocità dei pro- 
cessi viene discussa nel paragrafo 13.1C). 

Il tempo di rinaturazione della RNasi «casuale» vie- 
ne ridotto a due minuti in presenza dell’enzima di- 
solfuro isomerasi, che catalizza reazioni di inter- 
scambio di disolfuri in proteine. (L’idea che in vivo 
il ripiegamento delle proteine si realizzi in un tem- 
po molto limitato ha promosso la ricerca di questo 
tipo di enzimi.) La disolfuro isomerasi contiene essa 
stessa tre residui di Cys, uno dei quali deve essere 
nella forma —SH perché l’enzima sia attivo. L’enzi- 
ma catalizza evidentemente la rottura e la riforma- 
zione casuale di ponti disolfuro (Fig. 8.3) continuan- 
do a scambiarli tra loro fino a che la proteina non 
raggiunge progressivamente la conformazione più fa- 
vorevole. 
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Le proteine modificate dopo la sintesi 
non possono rinaturare spontaneamente 


Molte proteine «casuali» vengono rinaturate dal- 
l’azione della disolfuro isomerasi, ma non vengono 
modificate se sono nel loro stato nativo (i ponti disol- 
furo eventualmente rotti dalla disolfuro isomerasi 
quando la proteina è nello stato nativo si riformano 
spontaneamente e rapidamente in quanto essa pre- 
senta la conformazione locale più stabile). Nelle pro- 
teine modificate dopo la sintesi, i ponti disolfuro pos- 
sono servire a mantenere la proteina in uno stato 
nativo altrimenti instabile. Per esempio, l’ormone pro- 
teico insulina (51 residui in totale) è costituito da 
due catene polipeptidiche tenute unite da due ponti 
disolfuro (Fig. 6.2) e viene inattivato dalla disolfuro 
isomerasi. Questa osservazione ha portato alla sco- 
perta che l’insulina deriva da una singola catena po- 
lipeptidica, un precursore chiamato proinsulina di 
84 residui (Fig. 8.4). Soltanto dopo che si sono forma- 
ti i ponti disolfuro, la proinsulina viene convertita 
nell’ormone attivo a due catene mediante un attacco 
proteolitico specifico che produce il distacco di un 
segmento interno di 33 residui noto come catena (o 
peptide) C. 


Il ripiegamento delle proteine viene diretto 
principalmente dai residui interni 


Numerosi studi di modificazione delle protei- 


‘ ne hanno dimostrato la funzione delle varie classi 


di residui amminoacidici nel processo di ripiegamento 
delle proteine. In uno di questi studi, particolarmen- 
te rilevante, furono derivatizzati i gruppi amminici 
liberi della RNasi A (le catene laterali di residui di 
Lys e l’N-terminale) con catene di otto residui di poli- 
DL-Ala. Sorprendentemente, ben 11 di queste catene 
di poli-Ala possono essere legate simultaneamente «i 
gruppi amminici liberi della RNasi senza avere si- 
gnificative variazioni nella conformazione nativa della 
proteina o alterazioni della sua capacità di rinaturar- 
si. Poiché questi gruppi amminici liberi sono tutti 
localizzati all’esterno della proteina, questa osserva- 
zione suggerisce che sono i residui interni di una pro- 
teina a dirigere il suo ripiegamento nella conforma- 
zione nativa. È stato possibile arrivare a conclusioni 
analoghe mediante studi sulla struttura delle protei- 
ne e sulla loro evoluzione (paragrafo 8.3): le muta- 
zioni che modificano residui sulla superficie sono ac- 
cettate molto più frequentemente e molto meno fa- 
cilmente alterano la conformazione della proteina di 
quanto non accada se viene sostituito un residuo in- 
terno. Non è quindi sorprendente che la perturba- 
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Rottura 
proteolitica 


Figura 8.4 La struttura primaria dell’insulina porcina. La sua catena 
C (o peptide C, in marrone) viene rimossa proteoliticamente, forman- 
do l'ormone maturo composto dalle catene A e B. (Fonte: CHANGE, 
R.E., ELLIS, R.M. e BROMMER, W.W., Science, 161, p. 165, 1968.) 


zione del ripiegamento di una proteina provocato da 
piccole quantità di agenti denaturanti è dovuta al fatto 
che il ripiegamento delle proteine è guidato principal 
mente da forze idrofobiche. 


B. Vie di ripiegamento 


Come raggiunge una proteina la sua conforma- 
zione nativa? Si può pensare che il processo avvenga 
mediante una continua variazione della conforma- 
zione fino a che la proteina non «cade» casualmente 
in quella corretta. Cyrus Levinthal dimostrò con i 
suoi calcoli che ciò non era possibile. Assumiamo che 
i 2n angoli di torsione $ e y di una proteina con n 
residui abbiano ciascuno tre conformazioni stabili. 
Ciò determina per la proteina l’esistenza di 3°" (cir- 
ca 10”) conformazioni possibili, un valore sicuramen- 
te molto sottostimato in quanto abbiamo ignorato vo- 


TTT 
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Figura 8.5 La via ipotetica di ripiegamento di una 
proteina dimerica. Dall'alto verso il basso, le frec- 
ce corrispondono alle seguenti tappe: (1) la forma- 
zione rapidamente reversibile di strutture seconda- 
rie locali (nuclei di ripiegamento); (2) formazione 
di domini mediante l'aggregazione cooperativa dei 
nuclei di ripiegamento; (3) organizzazione dei do- 
mini in una «globulo fuso»; (4) aggiustamento con- 
formazionale del monomero; (5) associazione di 
due monomeri e (6) aggiustamento conformazio- 
nale finale della proteina dimerica per generare la 
Struttura nativa. (Fonte: GoLbBERG, M.E., Trends 
Biochem. Sci., 10, p. 389, 1985.) 
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lutamente le catene laterali. Se una proteina può ac- 
quisire una nuova conformazione alla velocità che 
impiega un legame a riorientarsi, essa può cambiare 
1013 conformazioni per secondo, un’entità senza 
dubbio molto sovrastimata. Possiamo ora calcolare il 
tempo necessario ad una proteina per esaminare tut- 
te le conformazioni ad essa possibili: 


__10” 
b= 1013 


[8.1] 


Per una proteina piuttosto piccola composta da 100 
residui (n= 100), t diventa uguale a 1057 secondi, che 
è immensamente di più dell’età apparente dell’Uni- 
verso (20 miliardi di anni=6X 10! secondi). 

Non è possibile pensare che una proteina, anche 
se molto piccola, possa impiegare un tempo così lun- 
go per esplorare le sue conformazioni possibili. An- 
zi, molte proteine si ripiegano nella loro conforma- 
zione nativa in un tempo inferiore al secondo. Esse 
quindi devono ripiegarsi mediante una qualche via 
ordinata e breve in cui l’approccio alla conformazio- 
ne nativa è accompagnato da un continuo aumento 
della stabilità della conformazione. Analoga a questa 
è la situazione della pallina che rotola giù da una 
collina in una valle: se la topografia della collina (la 
mappa dell’energia conformazionale) non presenta 
deformazioni particolari, la pallina (la catena polipep- 
tidica) potrà scegliere molte vie diverse (sequenze con- 
formazionali) per rotolare a valle (ripiegamento nel- 
lo stato nativo). Se invece la collina (la mappa dell’e- 
nergia conformazionale) presenta un solco ripido fi- 
no alla valle (lo stato nativo), la pallina (la catena poli- 
peptidica) seguirà una linea retta per raggiungere la 
valle. 

Il ripiegamento delle proteine sembra quindi esse- 
re un processo con numerose tappe (Fig. 8.5): 


1. Il ripiegamento di un polipeptide con struttura 
a gomitolo casuale inizia con la formazione di un 
piccolo frammento di struttura secondaria, come 
un’a-elica o un ripiegamento #8, che può agire da 
nucleo (impalcatura) per la stabilizzazione di al- 
tre regioni ordinate della proteina. Questi nuclei 
sono probabilmente sufficientemente piccoli (8-15 
residui) da saltare da una forma all’altra in milli- 
secondi. 

2. I nuclei con una struttura simile a quella nativa 
crescono probabilmente per diffusione, collisione 
casuale ed adesione ad uno o più nuclei. La stabi- 
lità di queste regioni ordinate aumenta con la di- 
mensione e quando hanno raggiunto un valore 
minimo, essi crescono spontaneamente in modo 


cooperativo fino a che non hanno formato il do- 
minio nativo. L’esistenza di questa gerarchia nel 
ripiegamento delle proteine in cui unità ripiegate 
condensano tra loro per formare unità ripiegate 
più grandi e così via, è corroborata dall’osserva- 
zione che i domini sono costituiti da sottodomini 
che, a loro volta, contengono sotto-sottodomini ec- 
cetera. Il normale limite massimo di circa 200 re- 
sidui contenuti in un dominio dipende probabil- 
mente proprio dalla necessità di ripiegarsi rapi- 
damente mediante una sequenza ordinata. 

3. Nelle proteine con molti domini, questi possono 
avvicinarsi tra loro per formare un «dominio fu- 
so» (poco organizzato ma simile alla subunità na- 
tiva) le cui catene laterali idrofobiche restano espo- 
ste al solvente. ì 

4. Mediante una serie di piccoli aggiustamenti con- 
formazionali, la catena polipeptidica raggiunge 
una struttura terziaria più compatta, la confor- 
mazione nativa di una proteina con una sola sub- 
unità. 

5. In una proteina multisubunità, il numero di sub- 
unità richiesto si unisce per generare una struttu- 
ra quaternaria simile a quella nativa. 

6. Infine, una serie ulteriore di piccoli aggiustamen- 
ti conformazionali genera la struttura nativa del- 
la proteina. 


Il BPTI si ripiega nella sua conformazione nativa 
seguendo una via ordinata 


[289] La più convincente evidenza sperimentale in 
favore dello schema di ripiegamento delle proteine 
riportato prima, deriva dal lavoro di Thomas Creigh- 
ton che studiò la rinaturazione dell’inibitore della 
tripsina del pancreas bovino (BPTI). Questa pro- 
teina monomerica di 58 residui ha tre ponti disolfu- 
ro (Fig. 8.6); essa si lega nel pancreas alla tripsina 
inattivandola e proteggendo quindi questo organo se- 
cretorio dall’autodigestione (paragrafo 14.3). Creigh- 
ton scoprì il meccanismo di ripiegamento del BPTI 
individuando prima l’ordine di formazione dei ponti 
disolfuro quando il BPTI ridotto e srotolato veniva 
riossidato e rinaturato. Ogni specie strutturale deter- 
minata da un ponte disolfuro rappresenta una sotto- 
conformazione che il BPTI può assumere; seguendo 
nel tempo la comparsa di queste specie diventa possi- 
bile dedurre approssimativamente la via seguita nel 
riacquistare la conformazione nativa. 

Gli studi iniziarono con la riduzione del BPTI, che 
assume in queste condizioni una conformazione com- 
pletamente non ripiegata e casuale. La formazione 
dei ponti disolfuro e la conseguente rinaturazione ve- 
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Figura 8.6 Lo scheletro polipeptidico e i ponti disolfuro del BPTI nati- 
vo. (Tratta da un disegno di Michael Levitt, in CREIGHTON, T.E., /. 
Mol. Biol., 95, p. 168, 1975.) 


niva indotta mediante l’aggiunta di ditiotreitolo ossi- 
dato (paragrafo 6.1B). Man mano che la proteina ri- 
naturava, gli intermedi che si formavano venivano 
bloccati facendo reagire i gruppi Cys-SH rimasti libe- 
ri con iodoacetato (paragrafo 6.1B) in modo da impe- 
dire loro qualsiasi altra reazione. Questi intermedi 
stabilizzati erano poi separati per cromatografia e ve- 
niva determinata con l’elettroforesi diagonale la po- 
sizione dei ponti disolfuro (paragrafo 6.1D. 
Questi esperimenti hanno dimostrato che il BPTI, 
nel ripiegarsi nella conformazione nativa, segue un 
‘numero limitato, di vie (Fig. 8.7): 


1. I sei residui di Cys della forma di BPTI completa- 
mente ridotta (R) possono tutti partecipare alla for- 
mazione del ponte disolfuro iniziale. Però, dopo 
che la proteina si è equilibrata mediante una ra- 
pida serie di interscambi molecolari di disolfuri, 
solo due, Iy e I, dei 15 possibili intermedi a un 
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ponte disolfuro, sono presenti in quantità signifi- 
cative. (La relativa abbondanza di un intermedio 
all’equilibrio, è un indice della sua stabilità ter- 
modinamica rispetto agli altri intermedi; paragra- 
fo 3.4A.) Di questi due, soltanto Ig ha un legame 
disolfuro che è presente poi nella proteina nativa 
(Cys 30-Cys 51) e soltanto questa specie reagisce 
in buone quantità con i reagenti sulfidrilici per 
formare un secondo ponte disolfuro. Studi all’NMR 
hanno indicato che la specie I3 è una molecola 
con una conformazione fluttuante che forma spon- 
taneamente il foglietto ripiegato #8, ma non con- 
tiene ancora nessuna delle due a-eliche presenti 
nella conformazione nativa. 

2. Dei 45 possibili intermedi con due ponti disolfu- 
ro, soltanto tre, IIa, Ilg e IIc, tutti contenenti il 
ponte disolfuro originale nella posizione corretta, 
si possono riscontrare in quantità significative, an- 
che se i quattro gruppi SH che erano rimasti libe- 
ri sono ugualmente reattivi. Dei tre intermedi sol- 
tanto II contiene un secondo legame disolfuro 
corretto (14-38), ma curiosamente questo è un pro- 
dotto terminale, che deve essere convertito negli 
intermedi II, e Ilz con un ponte disolfuro non 
corretto per poter raggiungere la conformazione 
nativa. I dati ottenuti da studi all’NMR suggeri- 
scono che ciò avviene in quanto IIc, che è sicura- 
mente più simile alla forma nativa di II, non ha 
la regione N-terminale sufficientemente stabiliz- 
zata da consentire la formazione del ponte disol- 
furo 5-55. 

3. Prima della formazione di un altro ponte disolfu- 
ro, IIa e IIg devono convertirsi in un altro inter- 
medio, N°, che contiene un secondo ponte disol- 
furo corretto (5-55). Questa conversione è relati- 
vamente lenta e questo fatto è indicativo di un 
grande riarrangiamento conformazionale. Eviden- 
temente, la conformazione necessaria a formare 
il ponte disolfuro 5-55 è piuttosto difficoltosa da 
raggiungere. Gli studi all’NMR indicano che l’in- 
termedio NÉ ha una conformazione nativa per 
il fatto che esso presenta tutti gli elementi di strut- 
tura secondaria della proteina nativa. 

4. Questa conclusione è confermata anche dalla for- 
mazione molto rapida del terzo ponte disolfuro 
(14-38) nell’intermedio NH per generare il BPTI 

x nativo (N). 


Le strutture primarie delle proteine 
determinano le vie di ripiegamento 


Gli studi sulla rinaturazione del BPTI e di altre 
proteine contenenti ponti disolfuro hanno permesso 
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Figura 8.7 La via di rinaturazione del BPTI che mostra la conforma- 
zione del suo scheletro polipeptidico dedotta da esperimenti di bloc- 
co dei suoi ponti disolfuro e da misure all’NMR (notate che queste 
immagini della proteina sono diverse da quella in Fig. 8.6 per effetto 
di una piccola rotazione intorno al suo asse verticale). Le forme della 
proteina completamente ridotta e nativa sono indicate rispettivamen- 
te con Re con N. | numeri dei residui di Cys coinvolti nei vari ponti 
disolfuro sono indicati tra parentesi alla base dei disegni che simbo- 


di formulare l’ipotesi che il ripiegamento di una pro- 
teina avvenga mediante una via non necessariamen- 
te diretta, ma altamente ordinata. Le osservazioni 
sul ripiegamento proteico in funzione del tempo, ef- 
fettuate usando sonde sperimentali diverse dalla for- 
mazione dei ponti disolfuro, portano alla stessa con- 
clusione. Evidentemente, la struttura primaria delle 
proteine si è evoluta in modo da specificare sia vie 
di ripiegamento particolarmente efficaci sia la con- 
formazione nativa. 

Evidenze sperimentali sul fatto che le vie di ripie- 
gamento siano determinate geneticamente sono sta- 
te ottenute da Jonathan King. Le punte della coda 
del batteriofago P22 (i batteriofagi sono virus che 
attaccano i batteri) sono trimeri formati da subunità 
identiche di 76 residui che denaturano sopra gli 80 °C. 
Alcune varietà mutanti di questa proteina non si ri- 
naturano a 39 °C. Le proteine mutanti però si ripie- 
gano a 30 °C in una struttura le cui proprietà, com- 


(30-51,14-38) 


leggiano i vari intermedi di ripiegamento. | due intermedi con un 
solo ponte disolfuro, I e Ig, sono in equilibrio tra loro. Il simbolo 
«+» tra gli intermedi Il, e llg sta ad indicare che entrambi si forma- 
no direttamente dagli intermedi con un solo ponte, disolfuro ed en- 
trambi si convertono direttamente nella forma Ns; essi sono pure 
intermedi nella riorganizzazione di lic ad NèH. (Fonte: CREIGHTON, 
T.E., . Mol. Biol., 113, p. 288, 1977 e STATES, }.D., CREIGHTON, T.E., 
Dogson, C.M. e KarpLus, M., /. Mol. Biol., 195, p. 737, 1987.) 


preso il valore della loro temperatura di fusione, so- 
no indistinguibili da quelle delle proteine della pun- 
ta della coda non mutate. Questi cambi di amminoa- 
cidi che causano mutazioni sensibili alla tempe- 
ratura agiscono apparentemente nel destabilizzare 
stati intermedi del processo di ripiegamento, ma non 
modificano la stabilità della proteina nella conforma- 
zione nativa. Questa osservazione suggerisce che la 
sequenza amminoacidica di una proteina detta an- 
che la sua struttura nativa, specificando la serie di 
tappe comprese nella via di ripiegamento. 


Origine delle eliche e dei foglietti 8 


Perché le proteine contengono una proporzio- 
ne così elevata (circa il 50%) di a-eliche e di foglietti 
B? Le interazioni idrofobiche, anche se rappresenta- 
no le forze principali per mantenere compatto il nu- 
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cleo non polare delle proteine, mancano della neces- 
saria specificità per determinare una particolare con- 
formazione dei polipeptidi. Il fatto che i segmenti 
polipeptidici nella conformazione ripiegata abbiano 
lo stesso numero di legami idrogeno dei segmenti 
ad a-elica o in struttura 8 suggerisce che le confor- 
mazioni accessibili per i polipeptidi non sono limita- 
te significativamente dalla necessità di formare lega- 
mi idrogeno. Sembra probabile invece che le eliche 
ed i foglietti si formino per effetto di restrizioni ste- 
riche nei polimeri compatti. Simulazioni di confor- 
mazioni con catene flessibili e semplici (come ad esem- 
pio un filo di perle) hanno stabilito che la proporzio- 
ne di catena nella conformazione ad elica o a fogliet- 
to ripiegato aumenta drammaticamente con la com- 
pattezza della catena (numero di contatti intracate- 
na); cioè i foglietti e le eliche sono entità particolar- 
mente compatte. Quindi, un sistema per compattare 
una catena è quello di formare eliche e foglietti. Nel- 
le proteine native questi elementi della struttura se- 
condaria sono finemente controllati da forze a breve 
raggio, come i legami idrogeno, coppie ioniche ed 
interazioni steriche, in modo da formare a-eliche e 
foglietti 8. È probabile che siano queste forze meno 
importanti, ma più specifiche, che scelgono la carat- 
teristica struttura nativa della proteina tra il numero 
relativamente piccolo di conformazioni compatte ge- 
nerate per contatti idrofobici. 


C. Predizione della struttura delle proteine 


Poiché la struttura primaria di una proteina spe- 
cifica la sua organizzazione tridimensionale, dovrebbe 
essere possibile, almeno in linea di principio, predi- 
re la struttura nativa di una proteina, conoscendo 
soltanto la sua sequenza amminoacidica. Ciò potreb- 
be essere fatto con modelli teorici basati sui princìpi 
chimico-fisici oppure con metodi empirici in cui gli 
schemi di predizione vengono ricavati dall’analisi del- 
le strutture note di proteine. I metodi teorici, che 
di solito tendono a valutare la conformazione con un 
minimo di energia di una proteina, sono molto sofi- 
sticati da un punto di vista matematico e richiedono 
quindi nozioni molto approfondite. L'enorme diffi- 
coltà di eseguire con una sufficiente accuratezza que- 
sti calcoli ha limitato il loro utilizzo ed i loro succes- 
si. Non di meno, la comprensione di come una pro- 
teina si piega nella sua struttura nativa deve in ulti- 
ma analisi basarsi su uno di questi modelli teorici. 
I metodi empirici sono di solito molto più facili da 
applicare di quelli teorici e con una buona percen- 
tuale di successi. Chiaramente, una certa sequenza 
amminoacidica limita considerevolmente il numero 


* 


delle conformazioni assumibili da una proteina in una 
maniera facilmente comprensibile; per esempio, un 
residuo di Pro non può assumere una conformazio- 
ne ad a-elica né può contribuire alla formazione di 
legami idrogeno con lo scheletro polipeptidico. Le in- 
terazioni steriche tra alcuni residui amminoacidici 
posti in sequenza aventi catene ramificate a livello 
dell’atomo Cg (per esempio Thr e Ile) tenderanno a 
destabilizzare le a-eliche. Vi sono inoltre molti effet- 
ti sottili che possono non apparire se non ad un’ana- 
lisi dettagliata delle strutture note di proteine. Ve- 
dremo in seguito due schemi per predire empirica- 
mente la struttura secondaria. 


Lo schema di Chou e Fasman 


Il primo schema empirico di predizione della 
struttura di una proteina che prenderemo in analisi 
è quello sviluppato da Peter Chou e da Gerald Fa- 
sman, che può considerarsi il più attendibile di quel- 
li disponibili e anche quello più facile da applicare. 
Per il suo utilizzo dobbiamo tenere conto di queste 
due definizioni. La frequenza, fa, con cui un dato 
residuo appare in una a-elica in un gruppo di strut- 
ture proteiche viene definito come 


fa a [8.2] 
n 


dove n, è il numero di residui amminoacidici di un 
dato tipo che sono presenti nelle a-eliche e n è il nu- 


mero totale di residui amminoacidici di quel tipo pre-. 


sente nell’intero gruppo di proteine considerate. La 
propensività di un particolare amminoacido a far par- 
te di un’a-elica viene definita come 


Pa Sa [8.3] 
Fa) 

dove <f.) è il valore medio di fa per tutti e venti 
gli amminoacidi. Quando P, assume un valore supe- 
riore all’unità, l’amminoacido in questione è presente 
con una frequenza superiore alla media nelle a-eliche. 
La propensività, di un residuo di far parte di un fo- 
glietto ripiegato 6 Pg, viene definita in modo analogo. 
La Tabella 8.1 contiene un elenco delle propensivi- 
tà a e f ottenute dall’analisi cristallografica ai raggi 
X di 29 strutture. In accordo con il valore della sua 
propensività, un residuo viene classificato come for- 
matore forte (H), formatore (kh), formatore debole (1), 
formatore indifferente (i), rompitore (b) oppure rom- 
pitore forte (8) di quella struttura secondaria. Usan- 
do questi dati, Chou e Fasman formularono le seguen- 
ti regole empiriche per predire le strutture seconda- 

rie delle proteine: 


1,42 
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0,67 
1,01 
0,70 
1,11 
1,51 
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0,83 
0,93 
0,89 
0,54 
1,19 
1,10 
0,37 
0,75 
0,87 
1,60 
1,30 
0,74 
1,05 
1,38 
0,55 
0,75 
1,19 
1,37 
1,47 
1,70 


Fonte: CÒou, P.Y. e Fasman, G.D., Annu. Rev. Biochem., 47, p. 258, 1978. 
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1. Un gruppo di quattro residui capaci di formare 
un'elica (H, oppure ha, con Iy che conta per la 
metà di h,) in un gruppo di sei residui contigui 
può dare inizio ad un’elica. Il segmento elicoidale 
si propaga in entrambe le direzioni a meno che 
il valore P, per un tetrapeptide non cada sotto 
l’unità. Un residuo di Pro può essere presente sol- 
tanto all’estremità N-terminale dell’a-elica. 

2. Un gruppo di tre formatori di foglietti 8 (Hg op- 
pure hg) in un gruppo di cinque residui conti- 
gui dà origine ad un foglietto 6. Questa struttura 
si propaga in entrambe le direzioni fino a che 
il valore Px per un tetrapeptide non cade sotto 
l’unità. 


Figura 8.8 Predizione delle a-eliche e delle strutture 8 con il metodo 
di Chou e Fasman e dei ripiegamenti inversi con il metodo di Rose 
per i 24 residui N-terminali dell’adenilato chinasi. La propensività 
a formare o-eliche o strutture 8 e la loro classificazione sono riportate 
nella Tabella 8.1. Le linee continue indicano tutte le sequenze esa- 
peptidiche che possono iniziare un’o-elica (in alto) e tutte le sequen- 
ze pentapeptidiche che possono iniziare una struttura #8 (in basso) 
secondo quanto spiegato nel testo. La propensività media di ogni seg- 
mento tetrapeptidico nelle regioni in struttura a 0 f è riportata sopra 
la corrispondente linea tratteggiata. Dodici dei quindici residui consi- 
derati presentano la struttura secondaria predetta (nel centro) e l'accu- 
ratezza della predizione è, quindi in questo caso, dell’80%. | ripiega- 
menti inversi sono di solito presenti in regioni in cui l'indice idropati- 
co (Tabella 7.5) presenta un minimo e che non sono ovviamante re- 
gioni elicoidali. Le regioni che rispettano questi criteri contengono 
ripiegamenti inversi. (Fonte: Scuuiz, G.E. e ScHRIMER, R.H., (1979), 
Principles of protein structure, pp. 121, Springer-Verlag.) 
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3. Per le regioni contenenti formatori sia a che #, 
la struttura di queste zone viene considerata eli- 
coidale se il valore di P, è maggiore del valore 
di Pg; in caso inverso viene attribuita la confor- 
mazione a foglietto 6. 


Queste semplici regole empiriche possono predire 
la posizione di a-eliche e di catene in struttura 8 con 
una accuratezza del 50% e in alcuni casi particolar- 
mente favorevoli anche dell’80% (Fig. 8.8; notate che 
poiché le proteine sono costituite in media da circa 
il 27% di a-eliche e da circa il 23% di foglietti 6, le 
predizioni casuali di queste strutture secondarie do- 
vrebbero esser per il 25% corrette). 


I ripiegamenti inversi (gomiti 8) 
sono caratterizzati da un minimo di idrofobicità 
lungo la catena polipeptidica 


[294] Anche la posizione dei ripiegamenti inversi può 


essere predetta con il metodo di Chou e Fasman. Poi- 
ché un ripiegamento inverso è costituito da quattro 
residui consecutivi aventi ciascuno una conformazio- 
ne diversa (paragrafo 7.1D), la loro predizione algo- 
ritmica è necessariamente più complicata di quella 
delle eliche e dei foglietti. 

George Rose ha proposto un semplice metodo em- 
pirico per predire questi gomiti 8. Essi sono quasi 
esclusivamente presenti alla superficie di una protei- 
na e, in parte, definiscono quella superficie. Poiché 
il nucleo di una proteina è costituito da residui idro- 
fobici e la sua superficie da residui relativamente idro- 
filici, i ripiegamenti inversi devono essere presenti 
in posizioni della catena polipeptidica in cui l’indice 
idropatico (Tabella 7.5) raggiunge un valore minimo. 
Usando questo principio, possiamo individuare la po- 
sizione della maggior parte dei ripiegamenti inversi 
solo osservando la sequenza (Fig. 8.8). Questo meto- 
do predice molto spesso ripiegamenti inversi in re- 
gioni invece ad elica (le eliche non sono altro che 
una serie di gomiti) e quindi è possibile applicare 
questo sistema soltanto a quelle regioni della catena 
polipeptidica che si pensa non abbiano strutture eli- 
coidali. 


Le strutture secondarie sono parzialmente 
dettate dalle strutture terziarie 


Le strutture secondarie sono fortemente influen- 
zate dalle interazioni delle strutture terziarie. Per 
esempio, in 62 proteine a struttura nota non correla- 
te tra loro e comprendenti un totale di circa 10 000 
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residui amminoacidici i segmenti più lunghi con se- 
quenze amminoacidiche identiche sono dei pentapep- 
tidi. In sei di queste 25 coppie di pentapeptidi pre- 
senti nel campione in esame, il pentapeptide è parte 
di un’a-elica in una proteina e parte di una struttura 
8 in un’altra proteina. L’incapacità degli schemi di 
predizione della struttura secondaria anche sofistica- 
ti di aumentare significativamente l’accuratezza dei 
sistemi più semplici dipende proprio dalla loro im- 
possibilità di tenere conto anche delle interazioni della 
struttura terziaria. 

Rose ha scoperto una classe di interazioni terziarie 
che sembrano importanti nella formazione delle eli- 
che. Un gruppo C=0O dello scheletro polipeptidico 
in un’a-elica forma un legame idrogeno con un grup- 
po N—H sempre dello scheletro polipeptidico, ma po- 
sto quattro residui più avanti nella catena (paragrafo 
7.1B). Di conseguenza, i primi quattro gruppi N—-H 
della porzione N-terminale e gli ultimi quattro grup- 
pi C=O nella porzione C-terminale di un’a-elica ven- 
gono ad essere privi della controparte necessaria per 
formare un legame idrogeno. La maggior parte delle 
a-eliche, come si osserva nelle strutture ai raggi X 
delle proteine, sono fiancheggiate da residui le cui 
catene laterali possono formare legami idrogeno con 
questi gruppi terminali. Questo fatto spiega la prefe- 
renza che l’a-elica presenta per essere preceduta da 
residui di Asn o di Pro e di essere seguita da residui 


di Gly (il gruppo C=0 della catena laterale della Asn 


e il gruppo C=0 dello scheletro della Pro sono posi- 
zionati in modo da formare legami idrogeno con i 
gruppi N—H dei residui successivi; un residuo di Gly 
posto subito dopo il C-terminale di un’a-elica, ma non 
un altro residuo, può assumere una conformazione 
in cui il suo gruppo N—H dello scheletro forma un 
legame idrogeno con il gruppo C=0 tre residui più 
indietro nell’elica — una conformazione elicoidale di 
tipo 3,0). Questa osservazione, cioè che non tutti i 
possibili legami idrogeno sono in effetti presenti nel- 
le proteine native, consentirono a Rose di postulare 
che queste interazioni funzionassero spesso per ini- 
ziare la formazione dell’elica. Queste interazioni tran- 
sitorie possono spiegare l’esistenza di mutanti sensi- 
bili alla temperatura (paragrafo 8.18) e come mai pen- 
tapeptidi identici possono essere presenti sia in a- 
eliche che in strutture £. 

Calcoli teorici di strutture terziarie con la minore 
energia conformazionale della catena polipeptidica 
non hanno fino ad ora fornito risultati migliori dei 
modelli casuali. Il problema principale è che le cate- 
ne polipeptidiche hanno numeri astronomici di con- 
formazioni a bassa energia diverse dalla nativa e quin- 
di, al momento attuale, anche con il computer più 
veloce non è possibile determinare la conformazione 
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del polipeptide con minore energia. I calcoli dell’e- 
nergia conformazionale sono utili però per predire 

er esempio come una proteina con una struttura 
nota modifichi la sua conformazione in risposta alla 
sostituzione di un residuo amminoacidico o come un 
enzima si adatti conformazionalmente al substrato 
dopo averlo legato. 


Progettazione di proteine 


Non è ancora possibile predire la struttura di 
una proteina conoscendo soltanto la sua sequenza am- 
minoacidica, ma il processo inverso, la progettazio- 
ne di una catena polipeptidica che assuma una speci- 
fica conformazione, sembra un problema più facile 
da affrontare. A questo fine, sono nati in diversi la- 
boratori una serie di progetti per la costruzione di 
nuove proteine semplici. Tutti questi progetti hanno 
prodotto buoni risultati ed alcuni anche molto ap- 
prezzabili. Le proteine sintetiche sono piccole (di so- 
lito da 10 a 50 residui), in molti casi contengono am- 
minoacidi non standard e sono state progettate per 
avere un motivo strutturale dominante come un fa- 
scio di a-eliche. Questi modelli semplici sono partico- 
larmente promettenti per lo studio del ripiegamento 
delle proteine. 


Chaperon molecolari 


Risulta sempre più evidente che per il ripiega- 
mento in vivo dei polipeptidi nella loro conformazio- 
ne nativa oppure l’organizzazione di strutture oligo- 
meriche, è necessaria l’assistenza di proteine chia- 
mate chaperon molecolari (accompagnatori). Dato 
che gli chaperon molecolari non fanno parte delle 
proteine native, essi devono in qualche modo media- 
re il ripiegamento di una catena polipeptidica fino 
a raggiungere una certa conformazione governata sol- 
tanto dalla sequenza amminoacidica del polipeptide. 
Il concetto che le proteine sono entità che si autori- 
piegano deve quindi essere rivisto e deve tener con- 
to dell’azione catalitica dei chaperon molecolari (no- 
tate che la disolfuro isomerasi, paragrafo 8.1A, cata- 
lizza anche il corretto ripiegamento delle proteine). 
Nel testo incontreremo diversi tipi di chaperon mo- 
lecolari: le proteine dello shock da calore, alcune del- 
le quali assistono le proteine nell’attraversamento del- 
le membrane producendo prima uno srotolamento 
e successivamente un ripiegamento della loro strut- 
tura (paragrafo 11.3F), i prodotti dei geni groEL e 
groES, proteine essenziali dell’E. coli che facilitano 
l’organizzazione del batteriofago \ e di numerose pro- 


teine oligomeriche dell’E. coli (paragrafo 32.3B), e la 
nucleoplasmina, una proteina acida la cui presenza 
è necessaria per l’organizzazione in vivo dei nucleo- 
somi a partire dagli istoni (paragrafo 33.1B). Questo 
tipo di proteine sono state identificate in una grande 
varietà di organismi, dai batteri all’uomo. 

Si pensa che gli chaperon molecolari possano impe- 
dire o addirittura rendere reversibili associazioni non 
corrette mediante il loro legame a superfici idrofobi- 
che esposte al solvente di una proteina non ripiegata 


oppure aggregata, per poi staccarsi e facilitare il re- — 


cupero della giusta conformazione. Questa ipotesi si 
adatta alla struttura ai raggi X della proteina chape- 
ron dell’E. coli PapD che presenta una larga fessura 
contenente un gruppo di residui idrofobici esposti 
al solvente, fiancheggiati da gruppi di residui cari- 
chi. Come svolgano la loro funzione gli chaperon mo- 
lecolari è ancora sconosciuto, ma molte di queste pro- 
teine hanno attività ATPasiche, si legano alle protei- 
ne non ripiegate ed utilizzano l’energia di idrolisi 
dell'ATP per staccarsi dal bersaglio. Qualunque sia 
il meccanismo di questi chaperon molecolari di ori- 
gine batterica, è chiaro che funzionano in maniera 
simile alle analoghe proteine umane: inibiscono le 
interazioni non appropriate tra superfici potenzial- 
mente complementari, in modo da facilitare intera- 
zioni più favorevoli. 


2. DINAMICA DELLE PROTEINE 


Il fatto che gli studi ai raggi X forniscano «un’i- 
stantanea» delle proteine, può generare l’impressio- 
ne falsa che le proteine abbiano strutture rigide e 
fisse. Infatti, come sta diventando sempre più evi- 
dente, le proteine sono molecole flessibili e fluttuanti 
la cui mobilità strutturale ha importanti significati 
funzionali. Per esempio, gli studi ai raggi X indicano 
che i gruppi eme della mioglobina e dell’emoglobina 
sono circondati dalla proteina in modo da non pre- 


sentare vie evidenti per l’arrivo o la fuga dell’ossige- . 


no dalla sua tasca di legame. Noi sappiamo però che 
sia la mioglobina che l’emoglobina legano e rilascia- 
no molto facilmente l’ossigeno. Queste proteine de- 
vono quindi subire delle fiuttuazioni conformazio- 
nali, detti movimenti respiratori, che permettono 
un accesso ragionevolmente libero dell’ossigeno ai 
gruppi eme (Fig. 8.9). La struttura tridimensionale 
della mioglobina e dell’emoglobina hanno indubbia- 
mente evoluto la flessibilità come sistema per facili- 
tare la diffusione dell’ossigeno alla sua tasca di legame. 

I movimenti intramolecolari delle proteine sono stati 
classificati in tre grandi categorie: 
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Figura 8.9 Rappresentazione artistica dei movimenti di «respirazione» 
della mioglobina che permettono alla proteina di lasciare «fuggire» 
l'ossigeno legato (le due sfere rosse). La linea tratteggiata indica la 
traiettoria che una molecola di ossigeno può tenere nella proteina 
che sta respirando prima di trovare l'uscita. Il legame dell'ossigeno 
alla mioglobina è probabilmente il processo inverso. (Copyright © 
Irving Geis.) 


1. Le fluttuazioni atomiche, come le vibrazioni di 
legami individuali, che hanno periodi di tempo 
che vanno da 1075 a 10-!! secondi e spostamenti 
nello spazio variabili da 0,01 a 1 À. 

2. I movimenti collettivi, in cui gruppi di atomi 
legati covalentemente, con dimensioni che varia- 
no da quella di una catena laterale di un ammi- 
noacido a quella di un intero dominio, si spostano 
come un’unica unità con un periodo di tempo che 
va da 107! a 1073 secondi e per distanze spa- 
ziali tra 0,01 e più di 5 À. Questi movimenti pos- 
sono essere più o meno frequenti a seconda del 
loro periodo. 

3. Le variazioni conformazionali indotte, in cui 
gruppi di atomi che possono variare per dimen- 
sioni da quelle di una catena laterale di un ammi- 
noacido a quelle di una intera subunità si sposta- 
no in risposta ad uno stimolo specifico come il 
legame di piccole molecole, per esempio il lega- 
me dell’ossigeno all’emoglobina (paragrafi 9.2A 
e 9.2C). Le variazioni di conformazione indotte 
avvengono in uno spazio di tempo da 107? a 10° 
secondi e determinano spostamenti atomici tra 0,5 
e più di 10 À. 


In questa parte discuteremo come questi tipi di mo- 
vimenti sono caratterizzabili e qual è il loro signifi- 
cato a livello funzionale. Tratteremo in prevalenza 
le fluttuazioni atomiche ed i movimenti collettivi; le 
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variazioni conformazionali indotte sono invece pre- 
se in esame nei capitoli successivi quando parleremo 
di specifiche proteine. 


Le proteine hanno strutture mobili 


L’analisi cristallografica ai raggi X è una tecni- 
ca molto potente per lo studio dei movimenti nelle 
proteine; essa può rivelare non solo la posizione me- 
dia degli atomi in un cristallo, ma anche il loro spo- 
stamento quadratico medio da quelle posizioni. L’a- 
nalisi ai raggi X ha stabilito, per esempio, che la mio- 


«globina ha un nucleo rigido che circonda il gruppo 


eme e che le regioni alla periferia hanno un caratte- 
re molto più mobile. L’analisi cristallografica del li- 
sozima ha rivelato che la fessura del sito attivo del- 
l'enzima, che si stringe di circa 1 À quando si lega 
il substrato (paragrafo 14.2A), è una delle regioni più 
mobili della proteina. 

Le considerazioni teoriche di Martin Karplus sui 
movimenti interni alle proteine hanno suggerito che 
la struttura nativa di una proteina è costituita, in 
realtà, da un insieme di sottostati conformazionali 
che hanno essenzialmente la stessa stabilità. Questi 
sottostati, ognuno dei quali ha una organizzazione 
atomica leggermente diversa, si interconverte casual 
mente ad una velocità che aumenta con la tempera- 
tura. Le simulazioni al computer dei movimenti in- 
terni di una proteina (ad esempio, Fig. 8.10) suggeri- 
scono che l’interno di una proteina ha un tipico ca- 
rattere simile a un fluido per spostamenti strutturali 
fino a circa 2 À, cioè per escursioni grandi più o me- 
no come la distanza di un legame. 


La mobilità dei nuclei delle proteine viene 
rivelata dalle oscillazioni degli anelli aromatici 


La velocità con cui un anello interno di un resi- 
duo di Phe o di Tyr oscilla di 180° intorno al suo 
legame Cg—C, è un indice della rigidità del nucleo 
della proteina. Queste catene laterali ingombranti 
asimmetriche possono spostarsi soltanto nell’interno 
molto compatto di una proteina quando i gruppi che 
le circondano si muovono transitoriamente di lato. 
La velocità di oscillazione di un particolare anello aro- 
matico viene meglio individuata da un’analisi del suo 
spettro NMR (i movimenti come le oscillazioni degli 
anelli aromatici non possono essere osservati con la 
cristallografia ai raggi X poiché questa tecnica rivela 
la struttura media di una proteina). Le misure all’NMR 
hanno stabilito che la velocità di oscillazione degli 
anelli aromatici varia da 105 per secondo alla quasi 
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Figura 8.10 ! movimenti interni della 
mioglobina simulati al computer. L’im- 
magine è la sovrapposizione di diver- 
se «istantanee» prese ad intervalli di 
5x 107! secondi. (a) | carboni @ e 
il gruppo eme. Lo scheletro è in blu, 
l’eme in giallo e l‘istidina prossimale 
è in arancione. (b) Un’a-elica. Lo sche- 
letro è in blu, le catene laterali in ver- 
de e i legami idrogeno sono indicati 
da linee tratteggiate in arancione. No- 
tate che le eliche tendono a muoversi 
in modo coerente, mantenendo la lo- 
ro forma. (Per gentile concessione di 
Martin Karplus, Harvard University.) 


(a) 

immobilità (<1 per secondo) a seconda della protei- 
na e della localizzazione dell’anello aromatico nella 
proteina. 

Quattro degli otto anelli di residui Phe e Tyr del BPTI 
oscillano a 4 °C ad una velocità superiore a 5x 104 
per secondo, mentre gli altri quattro anelli oscillano 
a velocità che variano da 30 a <1 per secondo. Come 
ci si può aspettare, queste velocità di oscillazione au- 
mentano con la temperatura. 


I movimenti non frequenti possono essere 
individuati mediante scambio di idrogeno 


Le variazioni conformazionali che avvengo- 
no in tempi superiori a qualche secondo possono es- 
sere caratterizzate chimicamente mediante studi di 
scambio di idrogeno. I protoni debolmente acidi, 
come quelli delle ammine e dei gruppi ossidrilici 
(X—-H), si scambiano con quelli dell’acquà, scambio 
che può essere dimostrato dall’uso di acqua triziata 
(HTO). 


X-H+HTO = X-T+H,;0 


In condizioni fisiologiche la maggior parte delle mo- 
lecole organiche piccole, come gli amminoacidi e i 
dipeptidi, scambiano completamente questi protoni 
In tempi che vanno dal millisecondo ad alcuni se- 
condi. 

Le proteine hanno molti protoni scambiabili, ad 
esempio quelli dei gruppi amidici dello scheletro po- 
lipeptidico. Studi con trizio su proteine native hanno 


(b) 
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Figura 8.11 Curva di scambio idrogeno-trizio per l’emoglobina che è 
stata preequilibrata con acqua triziata. L'asse delle ordinate esprime il 
numero di protoni scambiabili per atomo di ferro del gruppo eme. Lo 
scambio è stato iniziato sostituendo il solvente contenente acqua tri- 
ziata con un solvente con acqua non triziata, mediante una rapida 
gel-filtrazione (paragrafo 5.3C). Man mano che lo scambio procede, 
sono state effettuate altre gel-filtrazioni ed è stata valutata la quantità 
di trizio rimasta legata alla proteina. La freccia indica il punto in cui 
è stato aggiunto ossigeno alla deossiemoglobina (emoglobina senza 
ossigeno legato) durante lo scambio. La pendenza di questa curva ci 
dice che i circa 80 protoni scambiabili in ogni subunità dell’emoglo- 
bina hanno velocità diverse anche di alcuni ordini di grandezza e che 
il legame dell'ossigeno aumenta la velocità di scambio di circa dieci 
protoni (le variazioni strutturali che il legame dell'ossigeno produce 
sull'emoglobina sono discusse nel paragrafo 9.2). (Fonte: ENGLANDER, 
S.W. e MAULL, C., /. Biol. Chem., 247, p. 2339, 1972.) 
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permesso di stabilire che questi protoni si scambia- 
no ad una velocità che varia da alcuni secondi (il tem- 
po minimo per una misura di scambi di trizio) a molti 
anni (Fig. 8.11). L’interno delle proteine, come abbia- 
mo visto, non è accessibile alle molecole del solvente 
e vi sono inoltre molte prove che indicano che i pro- 
toni non sono scambiabili se sono impegnati in un 
legame idrogeno. L’osservazione che i protoni inter- 
ni a una proteina possono scambiarsi con quelli del 
solvente deve essere la conseguenza di srotolamenti 
o «movimenti respiratori» locali e transitori che espon- 
gono chimicamente e fisicamente questi protoni scam- 
biabili al solvente. La velocità con cui un particolare 
protone va incontro allo scambio è un riflesso della 
mobilità conformazionale dell’ambiente che lo circon- 
da. Questa ipotesi è confermata dal fatto che la velo- 
cità di scambio di idrogeno delle proteine diminui- 
sce con l'aumentare delle loro temperature di dena- 
turazione e che le velocità di scambio sono sensibili 
agli stati conformazionali della proteina (Fig. 8.11). 


3. EVOLUZIONE STRUTTURALE 


Le proteine, come abbiamo già discusso nel pa- 
ragrafo 6.3, si sono evolute mediante le mutazioni 
puntiformi e le duplicazioni geniche. In un periodo 
di tempo di eoni, mediante processi di selezione na- 
turale e di spinta neutrale, le proteine omologhe han- 
no sviluppato nuovi caratteri e nuove funzioni. Co- 
me queste differenze nella struttura primaria influen- 
zino la funzione dipende dalla struttura tridimensio- 
nale delle proteine. In questo paragrafo esploreremo 
gli effetti delle variazioni evoluzionistiche sulle strut- 
* ture delle proteine. 


A. Struttura del citocromo c 


I citocromi c sono piccole proteine globulari con- 
tenenti un gruppo eme (ferro-protoporfirina IX) 
legato covalentemente (Fig. 8.12). La struttura ai rag- 
gi X del citocromo di cavallo, di tonno e di «bonito», 
determinate da Richard Dickerson, sono abbastanza 
simili, permettendo quindi di assegnare un significa- 
to strutturale alla sequenza amminoacidica del cito- 
cromo c (paragrafo 6.38). I residui interni del cito- 
cromo c, in particolare quelli presenti nella tasca del- 
l’eme, tendono ad essere invarianti o sostituiti con- 
servativamente, mentre quelli in posizioni sulla su- 
perficie hanno una notevole variabilità. Questa os- 
servazione conferma che le regioni interne delle pro- 
teine richiedono, rispetto alle regioni superficiali, una 
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Figura 8.12 Formula molecolare della ferro-protoporfirina IX (l’eme). 
Nei citocromi c, l’eme è legato covalentemente alla proteina (în ros- 
so) da due ponti tioetere tra i gruppi vinilici dell'eme e due residui 
di Cys che si trovano in una sequenza Cys-X-Y-Cys-His. X e Y stanno 
ad indicare altri amminoacidi. Il quinto e il sesto legame di coordina- 
zione dell'atomo di ferro, entrambi normali al piano dell’eme, sono 
formati da un atomo di N della catena laterale del residuo di His 
presente in questa sequenza e dall’atomo di zolfo di un residuo di 
Met posto piuttosto lontano nella catena polipeptidica. L'atomo di 
ferro, legato ottaedricamente, può assumere stabilmente sia lo stato 
di ossidazione Felll) che FelIll). L'eme è presente anche nella mioglo- 
bina e nell’emoglobina, ma senza i legami tioetere e la coordinazio- 
ne con la Met. 


precisione maggiore per un corretto ripiegamento 
(paragrafo 7.3B). Alcuni residui invarianti o altamente 
conservati (Tabella 6.4) hanno nel citocromo c ruoli 
strutturali o funzionali specifici: 


1. I residui invarianti Cys 14, Cys 17, His 18 e Met 
80 formano legami covalenti con il gruppo eme 
(Fig. 8.12). 

2. I nove residui invarianti o altamente conservati 
di Gly occupano posizioni così compatte che cate- 
ne laterali più grandi altererebbero la struttura 
tridimensionale della proteina. 

3. I residui di Lys altamente conservati nelle posi- 
zioni 8, 13, 25, 27, 72, 73, 79, 86 e 87 sono distri- 
buiti sotto forma di anello sul bordo esposto della 
tasca in cui è immerso il gruppo eme. Questa in- 
solita costellazione di cariche positive sembra es- 
sere coinvolta nell’associazione del citocromo c con 
i suoi partner fisiologici come la citocromo c re- 
duttasi e la citocromo c ossidasi (paragrafo 20.20). 

4. Il residuo invariante Phe 82, il cui anello aromati- 
co giace quasi parallelo al gruppo eme, rappre- 
senta probabilmente un componente essenziale 
della proteina nel sistema di conduzione degli elet- 
troni che partecipa alle reazioni di trasferimento 
degli elettroni (paragrafo 20.20). 
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Figura 8.13 Le strutture primarie di alcuni citocromi tipo c: (a) il 
citocromo c350 (il numero del pedice indica la lunghezza d'onda della 
luce visibile, in nanometri, al massimo di assorbimento dalla protei- 
na) ottenuto dal Paracoccus denitrificans, un batterio respirante che 
usa il nitrato come un ossidante. (b) Il citocromo c7 (in questo caso 
il pedice ha solo un significato storico) dal Rhodospirillum rubrum, 
un batterio purpureo fotosintetico. (c) Il citocromo c da mitocondri 


(a) Paracoccus css3 


(b) Rhodospirilium co 
134 residui amminoacidici 


112 residui amminoacidici 


Figura 8.14 Le strutture tridimensionali dei citocromi tipo c le cui 
strutture primarie sono riportate nella Fig. 8.13. È mostrato lo schele- 
tro polipeptidico con un orientamento analogo ed i gruppi eme sono 
visibili solo di fianco. Sono indicate anche le catene laterali dei resi- 
dui di Cys, Met e His che legano covalentemente il gruppo eme. 
(a) Citocromo c da P. denitrificans. (b) Citocromo c da R. rubrum. 
(c) citocromo c da C. thiosulfatophilum. (Copyright © Irving Geis.) 


I citocromi tipo c dei procarioti 
sono strutturalmente correlati al citocromo c 
degli eucarioti 


[304] Anche se il citocromo c è presente solo negli 
eucarioti, proteine simili note come citocromi tipo 
€ sono comuni nei procarioti, dove svolgono funzio- 
ni di trasporto degli elettroni in posizioni analoghe 
in una varietà di catene di trasporto degli elettroni 
sia respiratorie che fotosintetiche. Al contrario dei 
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di tonno. (d) Il citocromo csss dal Ch/orobium thiosulfatophilum, un 
batterio verde fotosintetico che utilizza 1°H7S come fonte di idroge- 
no. Le linee sottili collegano residui strutturalmente significativi op- 
pure invarianti (indicati con lettere maiuscole). Per una migliore com- 
prensione e per un confronto con la Fig. 8.14, sono state disegnate 
le regioni elicoidali, (Fonte: SaLemME, F.R., Annu. Rev. Biochem., 46, 
p. 307, 1977.) 


(e) Citocromo c di tonno 


(d) Chlorobium csss 
103 residui amminoacidici 


citocromi di eucarioti, i citocromi tipo c dei procario- 
ti presentano una considerevole variabilità di sequen- 
za tra le specie. Per esempio, i più di trenta citocro- 
mi tipo c di batteri, di cui è nota la sequenza, sono 
costituiti da un numero di residui variabile da 82 a 
134, mentre per i citocromi c di eucarioti la lunghez- 
za della catena va da 103 a 112 residui. La struttura 
primaria tra i vari citocromi tipo c non presenta ov- 
viamente molti punti di somiglianza (Fig. 8.13). La 
struttura dedotta dalla diffrazione dei raggi X pre- 
senta invece analogie, in particolare per quanto ri- 
guarda il ripiegamento della loro catena e la disposi- 
zione molto compatta delle catene laterali degli am- 
minoacidi nelle regioni che circondano il gruppo eme 
(Fig. 8.14). Molte di queste strutture hanno gli anelli 
aromatici in posizioni analoghe e con orientamenti 
simili rispetto al gruppo eme; anche la disposizione 
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delle cariche positive sulla periferia della fessura del- 
l’eme è conservata. La principale differenza struttu- 
rale tra questi citocromi tipo c deriva dalla localizza- 
zione di vari loop della catena polipeptidica sulla lo- 
ro superficie. 

Un allineamento corretto dei residui di citocromi 
tipo c analoghi (le linee sottili di Fig. 8.13) non può 
essere effettuato sulla base della loro sequenza pri- 
maria: queste proteine si sono divise così presto che 
solo la struttura tridimensionale diventa utile a que- 
sto scopo. Le strutture tridimensionali sono eviden- 
temente più idonee, rispetto alle strutture primarie 
a stabilire somiglianze tra queste proteine correlate 
solo alla lontana. Durante le variazioni evoluzionisti- 
che, sono stati conservati gli elementi strutturali e 
funzionali essenziali e non i loro residui amminoaci- 
dici. 


Tolleranza delle strutture proteiche 
alla sostituzione di amminoacidi 


Le strutture delle proteine sono sorprendente- 
mente tolleranti alle sostituzioni di amminoacidi. 
Esperimenti di mutagenesi sul repressore \ (una pro- 
teina dimerica che lega il DNA, la cui struttura e 
funzione è discussa nel paragrafo 32.3D), accoppiati 
a misure funzionali, indicano che questa proteina è 
praticamente insensibile a modificazioni nei residui 
esterni. Al contrario, i residui presenti nel suo nu- 
cleo interno possono essere sostituiti soltanto da altri 
residui idrofobici con volumi ragionevolmente simi- 
li ed una buona complementarietà sterica. Questo fat- 
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to ci spiega perché l’evoluzione tende a conservare 
la struttura delle proteine, in particolare la struttura 
del nucleo interno, e non la loro sequenza amminoa- 
cidica. 


B. Duplicazione genica 


La duplicazione genica può promuovere l’evolu- 
zione di nuove funzioni mediante una evoluzione strut- 
turale. In più della metà delle 50 proteine con molti 
domini la cui struttura è nota, due dei domini sono 
strutturalmente simili. Consideriamo per esempio i 
due domini dell'enzima del fegato rodanesi (Fig. 
8.15). Sembra molto improbabile che questi due do- 
mini complessi, ma conformazionalmente simili, si 
possano essere evoluti indipendentemente nelle due 
strutture che ora vediamo (un processo chiamato evo- 
luzione convergente). È molto più probabile che 
essi derivino dalla duplicazione del gene che specifi- 
cava un dominio ancestrale seguito da una fusione 
dei due geni per formarne uno unico capace di codi- 
ficare per un polipeptide che si ripiega nei due do- 
mini simili. Le differenze tra i due domini sono quin- 
di dovute ad una evoluzione divergente. 
Domini strutturalmente simili sono presenti in pro- 
teine i cui altri domini non presentano alcuna somi- 
glianza tra loro. Gli enzimi impegnati nelle reazioni 
redox (detti deidrogenasi) sono costituiti da. due do- 
mini: un dominio che lega il coenzima (Fig. 7.49), 
che è strutturalmente simile in tutte le deidrogenasi, 
e un dominio diverso che lega il substrato e che de- 
termina invece la specificità e il meccanismo d’azio- 


Dominio 1 


Figura 8.15 | due domini strutturalmente simili della rodanesi. (Tratta 
da un disegno fornito da Jane Richardson, Duke University.) 


Dominio 2 
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ne di ogni enzima. In alcune deidrogenasi, come la 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 7.46), il do- 
minio che lega il coenzima è localizzato nella regio- 
ne N-terminale della catena polipeptidica, mentre in 
altre la situazione è inversa. Ognuno di questi enzi- 
mi deve essere derivato dalla fusione di un gene che 
specificava per un dominio ancestrale che lega il coen- 
zima con un gene che invece specificava un proto- 
dominio che lega il substrato. Questo fatto deve esse- 
re accaduto molto presto nella nostra storia evoluti- 
va, forse già nella fase precellulare (paragrafo 1.4C), 
in quanto non vi sono significative somiglianze nella 
sequenza dei domini che legano il substrato. Eviden- 
temente un dominio è più un’unità evolutiva che 
un’unità strutturale. Combinando geneticamente in va- 
ri modi questi moduli strutturali, la natura può svi- 
luppare nuove funzioni molto più rapidamente di 
quanto non avverrebbe se l’evoluzione dovesse costrui- 
re nuove strutture mediante la mutazione puntiforme. 


Evoluzione del af-barile 


Sono state identificate 17 proteine con una strut- 


tura ai raggi X nota che contengono il af-barile, co- . 


me quello della trioso fosfato isomerasi (TIM; Figg. 
7.19b e 7.48c). Anche se l’omologia di sequenza tra 
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In condizioni rinaturanti, molte proteine si ri- 
piegano nella loro struttura nativa in pochi secondi. 
Le proteine devono quindi ripiegarsi ordinatamente 
piuttosto che cercare casualmente quella giusta tra 
tutte le strutture possibili. Questo punto è stato con- 
fermato nel caso del BPTI in cui i ponti disolfuro nati- 
vi si riformano in una sequenza indiretta, ma speci- 
fica. La predizione della struttura secondaria delle 
proteine a partire soltanto dalla sequenza amminoa- 
cidica ha ottenuto ragionevoli successi usando metodi 
empirici. Le tecniche di predizione della struttura ter- 
ziaria sono ancora in una fase molto rudimentale. 
Le proteine sono molecole fluttuanti e flessibili i cui 
movimenti dei vari gruppi hanno periodi variabili da 
10-* a oltre 103 secondi. L’analisi ai raggi X, che 
ci dice la mobilità media di una proteina, indica che 
le proteine tendono ad essere più mobili alla periferia 
che non nel loro interno. Analisi teoriche sui movi- 


queste proteine è relativamente bassa, vi sono nu- 
merose evidenze strutturali che tendono a stabilire 
che queste proteine derivano da un progenitore co- 
mune. Tutte queste proteine sono enzimi, anche se 
soltanto la metà delle circa 400 proteine di cui è nota 
la struttura ai raggi X sono enzimi (e quindi soltanto 
il 10% di questi enzimi contiene il @B-barile). Inoltre, 
i siti attivi di questi enzimi che contengono il af- 
barile sono localizzati vicino al C-terminale del bari- 
le, anche se non vi sono ovvie necessità strutturali 
per questo tipo di organizzazione. Ma forse l’argo- 
mento più convincente sull’evoluzione divergente è 
dato dal fatto che è possibile costruire un albero fa- 
migliare con questi enzimi sulla base di semplici pro- 
prietà strutturali come la lunghezza delle eliche e 
dei foglietti che formano il barile, la localizzazione 
di eliche o foglietti extra e l’orientamento dell’asse 
longitudinale del barile. Questo albero famigliare che 
presenta quattro ramificazioni, che si dipartono dal 
probabile precursore della proteina contenente il ba- 
rile 8, è comprovato da una varietà di informazioni 
metaboliche e chimiche. Per esempio, i tre enzimi 
contenenti il x8-barile che utilizzano come cofattore 
il FMN (paragrafo 20.2C) sono tutti membri di un’u- 
nica ramificazione dell’albero, mentre i sette enzimi 
che richiedono un catione bivalente per la loro atti- 
vità fanno parte di un’altra ramificazione. 


menti delle proteine suggeriscono che la struttura na- 
tiva di una proteina è l’insieme di un grande numero 
di sottostati conformazionali strettamente correlati 
ed interconvertibili tra loro con una stabilità simile. 
Le velocità di oscillazione degli anelli aromatici, rive- 
late da misure all’NMR, indicano che i movimenti dei 
gruppi interni alle proteine variano con il tipo di pro- 
teina e con la posizione occupata. Studi di scambio 
di idrogeno hanno dimostrato che le proteine hanno 
una grande varietà di movimenti interni che avven- 
gono con una scarsa frequenza. Lo scambio di proto- 
ni interni con il solvente deriva probabilmente da de- 
stabilizzazioni locali della struttura della proteina. 
Le strutture ai raggi X dei citocromi c degli eucario- 
ti dimostrano che i residui interni e quelli che hanno 
specifici ruoli strutturali o funzionali tendono ad es- 
sere conservati durante l’evoluzione. I citocromi tipo 
c di una grande varietà di procarioti sono struttural- 
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mente simili tra loro ed ai citocromi c di eucarioti, 
anche se vi sono poche somiglianze nelle loro sequen- 
ze. Ciò indica che durante l’evoluzione sono state con- 
servate le strutture tridimensionali delle proteine piut- 
tosto che le sequenze amminoacidiche. Le somiglian- 
ze strutturali tra i domini in molte proteine con più 
domini tendono a suggerire che le proteine siano deri- 
vate da una duplicazione del gene che codificava per 
quel dominio ancestrale seguita da una fusione. Allo 


BIBLIOGRAFIA 


Ripiegamento delle proteine 


ANFINSEN, C.B., (1973), «Principles that govern the folding 
of protein chain», Science, 181, pp. 223-230. 

Un Premio Nobel spiega come ha vinto questo premio. 

ANFINSEN, C.B. e SCHERAGA, H.A., (1975), «Experimental and 
theoretical aspects of protein folding», Adv. Protein 
Chem., 29, pp. 205-300. 

CANTOR, C.R. e SCHIMMEL, P.R., (1980), Biophysical Chemi- 
stry, Capitoli 5 e 21, Freeman. 

CREIGHTON, T.E., (1988), «Toward a better understanding 
of protein folding pathways», Proc. Natl. Acad. Sci., 85, 
pp. 5082-5086. 

CREIGHTON, T.E., (1984), «Pathways and mechanisms of pro- 
tein folding», Adv. Biophys., 18, pp. 1-20. 

CREIGHTON, T.E., (1983), Proteins, Capitolo 7, Freeman. 

CREIGHTON, T.E., (1978), «Experimental studies in protein 
folding and unfolding», Prog. Biophys. Mol. Biol., 33, 
pp. 231-297. 

Contiene una discussione esauriente sulla via di ripiega- 
mento del BPTI. È 
CREIGHTON, T.E., (1990), «Protein folding», Biochem. J., 270, 
. 1-16. 

ui P.Y. e FASMAN, G.D., (1978), «Empirical predictions 
of protein structure», Annu. Rev. Biochem., 47, pp. 
251-276 e «Prediction of the secondary structure of pro- 
teins from their ammino acid sequence», Adv. Enzymol., 
47, pp. 45-148. 

Uno dei metodi più usati per predire la struttura secon- 
daria delle proteine. 

Di, K.A., (1990), «Dominant forces in protein folding», 
Biochemistry, 29, pp. 7133-7155. 

DEGRADO, W.F., WASSERMAN, Z.R. e LEAR, J.D., (1989), «Pro- 
tein design, a minimalist approach», Science, 243, pp. 
622-628. 

ELLIS, RJ. e HEMMINGSEN, S.M., (1989), «Molecular chaperones: 
proteins essential for the biosynthesis of some macromo- 
lecular structures», Trends Biochem. Sci., 14, pp. 339-342. 

FASMAN, G.D., (curatore), (1989), Prediction of protein struc- 
ture and the principles of protein conformation, Plenum 
Press. 

Contiene un certo numero di articoli sul ripiegamento 
delle proteine e sulla predizione della loro struttura. 

FRAUENFELDER, H., PARAK, F. e YOUNG, R.D., (1988), «Con- 
formational substates in proteins», Annu. Rev. Biophys. 
Chem., 17, pp. 451-479. ? 


© 88-08-10538-5 


stesso modo, le somiglianze strutturali tra i domini 
che legano i coenzimi delle deidrogenasi indicano che 
questi enzimi si sono formati per fusione di un gene 
che specificava per un dominio ancestrale che legava 
il coenzima con un altro gene che codificava per un 
proto-dominio che legava il substrato. In questo mo- 
do è possibile generare proteine con nuove funzioni 
in un modo molto più veloce della mutazione punti- 
forme. 


GrerAscH, L.M. e KinG J., (curatori), (1989), Protein folding, 
American Association for Advancement of Science. 
Autorevoli recensioni su molti aspetti del meccanismo 
di ripiegamento delle proteine. 

Go, O., (1983), «Theoretical studies of protein folding», An- 
nu. Rev. Biophys. Bioeng., 12, pp. 183-210. 

GoLpsERG, M.E., (1985), «The second translation of the ge- 
netic message: protein folding and assembly», Trends 
Biochem. Sci., 10, pp. 388-391. 

GOLDENBERG, D.P., (1985), «Genetic studies of protein stabi- 
lity and mechanisms of folding», Annu. Rev. Biophys. 
Biophys. Chem., 17, pp. 481-507. 

GOLDENBERG, D.P. e Kc, J., (1982), «Trimeric intermedia- 
tes in the in vivo folding and subunit assembly of the 
tail spike endorhamnosidase of bacteriophage P22», Proc. 
Natl. Acad. Sci., 79, pp. 3403-3407. 

Prove del fatto che le vie di ripiegamento sono control- 
late geneticamente. 

Hi, C.P., ANDERSON, D.H., WeEsson, L., DEGRADO, W.F. e 
FISENBERG, D., (1990), «Crystal structure of a: implica- 
tion for protein design», Science, 249, pp. 543-546. 

HOLMGREN, A. e BRANDEN, C. -I., (1989), «Crystal structure 
of chaperon protein PapD reveals an immunoglobin 
fold», Nature, 342, pp. 248-251. 

JAENICKE, R., (curatore), (1980), Protein folding, Elsevier. 

KABSCH, W. e SANDER, C., (1984), «On the use of sequence 
homology to predict protein structure: identical penta- 
peptides can have completely different conformations», 

. Proc. Natl. Acad. Sci., 81, pp. 1075-1078. 

Kim, P.S. e BALDWIN, R.L., (1982), «Specific intermediates in the 
folding reactions of small proteins and the mechanism of 
protein folding», Annu. Rev. Biochem., 51, pp. 459-489. 

Kim, P.S. e BALDWIN, R.L., (1990), «Intermediates in the fol- 
ding reactions of small proteins», Annu. Rev. Biochem., 
59, pp. 631-700. 

PRESTA, L.G. e Rose, G.D., (1988), «Helix signals in proteins», 
Science, 240, pp. 1632-1641. 

RicHaRDs, F.M., (1991), «The protein folding problem», Sci. 
Am., 264, (1), pp. 54-63. Trad. it.: «Il problema dell’av- 
volgimento delle proteine», Le Scienze, 271, marzo 1991. 

RICHARDSON, J.S. e RICHARDSON, D.C., (1989), «Ammino acid 
preferences for specific locations at the ends of a eli- 
ces», Science, 240, pp. 1648-1652. 

RICHARDSON, J.S. e RicHARDSON, D.C., (1989), «The de novo 
design of protein structures», Trends Biochem. Sci., 14, 
pp. 304-309. 


Ripiegamento delle proteine, dinamica ed evoluzione strutturale 233 


© 88-08-10538-5 


Rose, G.D., (1978), «Prediction of chain turns in globular 
proteins on a hydrophobic basis», Nature, 272, pp. 
586-590. 

ROTHMAN, J.E., (1989), «Polypeptide chain binding proteins: 
catalysts of protein folding and related processes in cells», 
Cell., 59, pp. 591-601. 

ScsuLtz, G.E., (1988), «A critical evaluation of methods for 
prediction of protein secondary structures», Annu. Rev. 
Biophys. Biophys. Chem., 17, pp. 121. 

scauLTz, G.E. e SCHIRMER, R.H., (1979), Principles of protein 
structure, Capitoli 6 e 8, Springer-Verlag. 

STATES, D.J., CREIGHTON, T.E., Dosson, C.M. e KARPLUS, M., 
(1987), «Conformations of intermediates in the folding 
of the pancreatic trypsin inhibitor», J. MOL. Biol., 195, 
pp. 731-739. 

* Studi all’NMR degli intermedi del ripiegamento del BPTI. 


Dinamica delle proteine 


BENNET, W.S. e HUBER, R., (1984), «Structural and functio- 
nal aspects of domain motions in proteins», CRC Crit. 
Rev. Biochem., 15, pp. 291-384. 

CHOTHIA, C. e LESK, A.M., (1985), «Helix movements in pro- 
teins», Trends Biochem. Sci., 10, pp. 116-118. 

HUBER R., (1988), «Flexibility and rigidity of proteins and 
protein-pigment complexes», Angw. Chem. Int. Ed. Engl., 
27, pp. 79-88. i 

KARPLUS, M. e MCCAMMON, J.A., (1983), «Dynamics of pro- 
teins: elements and function», Annu. Rev. Biochem., 53, 
pp. 263-300. 

KarPLUS, M. e MCCAMMON, J.A., (1986), «The dynamics of 
proteins», Sci. Am., 254, (4), pp. 42-51. 

KarpLUS, M. e PETSKO, G.A., (1990), «Molecular dynamics 
simulations in biology», Nature, 347, pp. 631-639. 
KossiAKOFr, A.A., (1982), «Protein dynamics investigated 
by neutron diffraction-hydrogen exchange tecnique», 

Nature, 296, pp. 713-721. 

LEVITT, M., (1982), «Protein conformation, dynamics and 
folding by computer simulation», Annu. Rev. Biophys. 
Bioeng., 11, pp. 251-271. 

MCCAMMON, J.A. e HARVEY, S.C., (1987), Dynamics of pro- 
teins and nucleic acids, Cambridge University Press. 

RINGE, D. e PETSKO, G.A., (1985), «Mapping protein dyna- 
mics by X-ray diffraction», Prog. Biophys. Mol. Biol., 45, 
pp. 197-235. 


Rocero, J.R., ENGLANDER, J.J. € ENGLANDER, S.W., (1981), 
Measurement and identification of breathing units in 
hemoglobin by hydrogen exchange, in SARMA, R.H., (cu- 
ratore), Biomolecular stereodynamics, Vol. 2, pp. 287-298, 
Academic Press. 

WoopwaRD, C.K. e HILTON, B.D., (1979), «Hydrogen exchan- 
ge kinetics and internal motions in proteins and nu- 
cleic acids», Annu. Rev. Biophys. Bioeng., 8, pp. 99-127. 

WTHRICH, K. e WAGNER, G., (1978), «Internal motions in 
globular proteins», Trends Biochem. Sci., 3, pp. 227-230. 


Evoluzione strutturale 


BAJAJ, M. e BLUNDELL, T., (1983), «Evolution and the tertia- 
ry structure of proteins», Annu. Rev. Biophys. Bioeng., 
13, pp. 453-492. 

BowIE, J.M., REIDHAAR-OLSON, J.F., Lm, W.A. e SAUER, R.T., 
(1990), «Deciphering the message in protein sequences: 
tollerance to ammino acid substitutions», Science, 247, 
pp. 1306-1310. 

DICKERSON, R.E., «The structure and history of an ancient 
proteim», Sci. Am., 226, (4), pp. 58-72, 1972 e «Cytochro- 
me c and the evolution of energy metabolism», Sci. Am., 
242, (3), pp. 137-149, 1980. Trad. it.: «Struttura e storia 
di un’antica proteina», Le Scienze, 47, luglio 1972, p. 
46 e «Il citocromo c e l'evoluzione del metabolismo ener- 
getico», Le Scienze, 141, maggio 1980, p. 84. 

DickERSON, R.E., (1980), The cytochromes c; an exercise in 
scientific serendipity, in SIGMAN, D.S. e BrAZIER, M.A., 
(curatori), The evolution of protein structure and func- 
tion, pp. 172-202, Academic Press. 

DickERSON, R.E., TIMKOVITCH, R. e ALMASSAY, R.J., (1976), 
«The cytochrome fold and the evolution of bacterial 
energy metabolism», J. Mol. Biol., 100, pp. 473-491. 

EVENTHOFF, W. e ROSsMaAnN, M., (1976), «The structure of 
dehydrogenases», Trends Biochem. Sci., 1, pp. 227-230. 

FABER, G.K. e Pesko, G.A., (1990), «The evolution of af bar- 
rel enzymes», Trends Biochem. Sci., 15, pp. 228-234. 

MATHEWS, F.S., (1985), «The structure, function and evolu- 
tion of proteins», Prog. Biophys. Mol. Biol., 45, pp. 1-56. 

ROSSMANN, M.G. e ARGOS, P., (1977), «The taxonomy of pro- 
tein structure», J. Mol. Biol., 109, pp. 99-129. 

SALEMME, R., (1977), «Structure and function of cytochro- 
me c», Annu. Rev. Biochem., 46, pp. 299-329. 

ScHULTZ, G.E. e SCHIRMER, R.H., (1979), Principles of protein 

%* structure, Capitolo 9, Springer-Verlag. 


234 


Capitolo 8 


PROBLEMI 


1. 


2. 


3. 


*5. 


© 88-08-10538-5 


Quanto tempo impiegherebbe lo scheletro polipepti- 
dico di un nucleo di ripiegamento di sei residui ad 
esplorare tutte le sue conformazioni possibili? Ripe- 
tete il calcolo per nuclei di ripiegamento di 10, 15 
e 20 residui. Spiegate perché si pensa che i nuclei 
di ripiegamento non siano più grandi di 15 residui. 


Considerate una proteina con 10 residui di Cys. Do- 
po ossidazione all’aria, quale frazione della proteina 
denaturata e ridotta avrà riacquistato casualmente 
la disposizione nativa dei ponti disolfuro se: (a) la 
proteina nativa ha cinque ponti disolfuro e (b) la pro- 
teina nativa ha tre ponti disolfuro. 


Perché le strutture 8 vengono più facilmente ritrova- 
te nell’interno idrofobico delle proteine piuttosto che 
sulla loro superficie in contatto con il solvente acquoso? 


In condizioni fisiologiche, la polilisina assume una 
conformazione casuale. In quali condizioni potrà for- 
mare un’a-elica? 


Potete predire la struttura secondaria del peptide C 
della proinsulina (Fig. 8.4)? È possibile che abbia una 
struttura supersecondaria? 


10. 


*11. 


Come ingegnere capo di Madre Natura ed esperto 
costruttore di eliche, provate a ripetere il Problema 
7.9, tenendo presente il fatto che l’a-elica deve es- 
sere realmente un’elica. Usate la Tabella 8.1. 


Spiegate perché le strutture 8 non formano facil- 
mente nuclei di ripiegamento. 


I nuclei di ripiegamento sono probabilmente stabi- 
lizzati da interazioni idrofobiche. Perché i legami 
idrogeno non sono ugualmente efficaci? 


Indicate i probabili effetti dei seguenti cambi mu- 
tazionali sulla struttura di una proteina. Spiegate 
i motivi. (a) Sostituzione di una Leu con Phe, (b) 
sostituzione di una Lys con Glu, (c) sostituzione di 
una Val con Thr, (d) sostituzione di una Gly con 
Ala, (e) sostituzione di una Met con Pro. 


Spiegate perché gli anelli del Trp sono di solito com- 
pletamente immobili nelle proteine che hanno in- 
vece oscillazioni rapide degli anelli di Phe e Tyr. 


Discutete l’ipotesi che il dominio che lega il coenzi- 
ma delle deidrogenasi derivi da un’evoluzione con- 
vergente. 
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2. Struttura e meccanismo 
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3. Emoglobine anormali 
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Appendice: Derivazione delle equazioni del modello simmetrico 
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310 | L’esistenza dell’emoglobina, il pigmento ros- 
so del sangue, è evidente a qualsiasi bambino che 
si sbucci un ginocchio. Il suo colore brillante, la sua 
presenza praticamente in tutti gli organismi supe- 
riori e la sua facilità di isolamento l’hanno resa un 
oggetto di studio fin dall’antichità. In effetti, la sto- 
ria iniziale della chimica delle proteine è essenzial- 
mente la storia dell'emoglobina. La preparazione del- 
l’emoglobina cristallina è stata riportata per la pri- 
ma volta nel 1849 e, nel 1909, è stato pubblicato un 


. atlante di fotografie di cristalli di emoglobina da 109 


specie diverse. Soltanto nel 1926 fu ottenuto il primo 
cristallo di un enzima, l’ureasi di fagiolo. L’emoglo- 
bina è stata la prima proteina la cui massa molecola- 
re è stata determinata accuratamente, la prima pro- 
teina ad essere caratterizzata mediante ultracentri- 
fugazione, la prima proteina la cui funzione è stata 
identificata con esattezza (il trasporto dell’ossigeno) 
e, nell’anemia a cellule falciformi, la prima in cui 
è stata identificata la sostituzione in un singolo am- 
minoacido causato da una mutazione puntiforme (pa- 
ragrafo 6.3A). Le teorie formulate per spiegare la coo- 
peratività del legame dell’ossigeno all’emoglobina (pa- 
ragrafo 9.4) sono state usate con successo per caratte- 
rizzare la regolazione dell’attività enzimatica. Le pri- 
me strutture proteiche ad essere elucidate mediante 
la tecnica della diffrazione dei raggi X furono quelle 
della mioglobina e dell'emoglobina. Questo ruolo cen- 
trale nello sviluppo della chimica delle proteine, in- 
sieme alle proprietà di legame dell’ossigeno, simili 
a quelle di un enzima, consentono di considerare l’e- 
moglobina senza dubbio un «enzima onorario». 
L’emoglobina non è semplicemente un recipiente 
per l’ossigeno; è invece un sofisticato sistema di tra- 
sporto capace di rifornire della appropriata quantità 
di ossigeno i tessuti in una grande varietà di circo- 
stanze. In questo capitolo discuteremo le proprietà 
dell'emoglobina, la sua struttura ed il meccanismo 
d’azione, sia per comprendere come funziona que- 
sta molecola fisiologicamente essenziale, sia per illu- 
strare i concetti della struttura delle proteine che so- 
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no stati sviluppati nei capitoli precedenti. Prendere- 
mo in considerazione anche le emoglobine anormali 
e le loro relazioni con le patologie umane. Infine ve- 
dremo le teorie sulle interazioni cooperative tra le 
proteine, sia per caratterizzare le proprietà dell’e- 
moglobina, che per porre le fondamenta per lo stu- 
dio successivo su come sono regolati gli enzimi. 


1. FUNZIONI DELL'EMOGLOBINA 


L’emoglobina (Hb), come abbiamo visto nei Ca- 
pitoli 6 e 7, è una proteina tetramerica 382 (oppu- 
re un dimero dei protomeri af). Le subunità a e #8 
sono strutturalmente ed evoluzionisticamente corre- 
late l’una all’altra ed alla mioglobina (Mb) , la protei- 
na monomerica che lega l’ossigeno del muscolo (pa- 
ragrafo 6.3C). : 
L’emoglobina trasporta l'ossigeno dai polmoni, dalle 
branchie o dalla pelle di un animale ai suoi capillari 
per essere usato nella respirazione. Un numero mol- 
to piccolo di organismi non ha bisogno di questa pro- 
teina, in quanto le loro necessità respiratorie vengo- 
no soddisfatte dalla diffusione passiva dell’ossigeno 
attraverso il loro corpo. Poiché la velocità di diffusio- 
ne di una sostanza è inversamente proporzionale al- 
la distanza che questa deve percorrere, la velocità 
di diffusione dell’ossigeno attraverso un tessuto più 
spesso di 1 mm diventa troppo lenta per le necessità 
della materia vivente. L’evoluzione di organismi gran- 
di e complessi come gli anellidi (ad esempio, i vermi 
del suolo) richiedeva quindi lo sviluppo di un siste- 
ma circolatorio che trasportasse ossigeno e sostanze 
nutrienti ai tessuti. Il sangue di questi organismi de- 
ve contenere un trasportatore di ossigeno come l’Hb, 
in quanto la solubilità dell’ossigeno nel plasma san- 
guigno (la componente fluida del sangue) è troppo 
bassa (circa 10-4M in condizioni fisiologiche) per 
consentire un trasporto efficace di questo gas in quan- 
tità sufficienti a sopperire ai bisogni metabolici. Al 
contrario, il sangue intero, che normalmente contie- 
ne circa 150 g per litro di emoglobina, può trasporta- 
re ossigeno fino ad una concentrazione di 0,01M, circa 
la stessa dell’aria. Molte specie di invertebrati hanno 
sistemi di trasporto dell’ossigeno basati su molecole 
simili all’emoglobina, altri invertebrati hanno svilup- 
pato invece uno o due sistemi alternativi basati su 
altre proteine che legano l’ossigeno: (1) l’emociani- 
na, una proteina contenente Cu che ha un colore blu 
quando forma un complesso con l’ossigeno ed è inco- 
lore se libera, (2) l’emeritrina, una proteina conte- 
nente ferro non eminico che assume un colore rosso 
porpora quando lega l’ossigeno. I pesci dei ghiacci 
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antartici, gli unici vertebrati che non hanno emo- 
globina — il loro corpo è incolore — possono vivere 
in quanto la solubilità dell’ossigeno nell’ambiente in 
cui questi organismi abitano ad una temperatura di 
— 1,9 °C è relativamente alta; ricordate che la solubi- 
lità dei gas aumenta al diminuire della temperatura. 

Originariamente si pensava che la mioglobina fun- 
zionasse solo per conservare l’ossigeno, ma ora appa- 
re chiaro che il suo principale ruolo fisiologico è quel- 
lo di facilitare la diffusione dell’ossigeno nel muscolo 
che sta respirando rapidamente. La velocità con cui 
l'ossigeno diffonde dai capillari verso un tessuto, e 
quindi i livelli di respirazione, è limitata dalla bassa 
solubilità dell’ossigeno nelle soluzioni acquose. La Mb 
aumenta la solubilità effettiva dell’ossigeno nel mu- 
scolo, il tessuto che respira più rapidamente nelle con- 
dizioni di contrazione. Quindi, nel muscolo che sta 
respirando attivamente, la Mb funziona come una 
specie di trappola per l’ossigeno per facilitare la sua 
diffusione. Il ruolo di magazzino per l’ossigeno vie- 
ne svolto dalla Mb probabilmente solo nei mammife- 
ri acquatici, come le foche e le balene, che hanno 
nei loro muscoli concentrazioni di Mb dieci volte più 
elevate di quella dei muscoli dei mammiferi terrestri. 

In questo paragrafo inizieremo la discussione sul- 
l’emoglobina, considerando per prima cosa le sue. pro- 
prietà chimiche e fisiche e come queste si riflettono 
nelle sue funzioni fisiologiche. 


A. L'eme 


[312 | La Mb e ciascuna delle quattro subunità dell’Hb 
hanno legato a sé in modo non covalente un singolo 
gruppo eme (Fig. 9.1). Questo è lo stesso gruppo 
presente anche nei citocromi (paragrafo 8.3A) e in 
alcuni enzimi che catalizzano reazioni redox, come 
la catalasi. L’eme è responsabile del colore rosso del 
sangue ed è il sito su cui ogni molecola monomerica 
di globina lega una molecola di ossigeno (le globine 
sono le proteine della Mb e dell’Hb prive del gruppo 
eme). Il sistema di anelli eterociclici dell’eme è un 
derivato della porfirina ed è costituito da quattro 
anelli pirrolici (indicati da lettere come nella Fig. 
9.1) legati tra loro da ponti metinici. La struttura por- 
firinica dell’eme che contiene numerose sostituzioni 
(quattro gruppi metilici, due gruppi propionici e due 
vinilici) viene detta protoporfirina IX. L’eme è quin- 
di una protoporfirina IX con un atomo di ferro lega- 
to nel centro. Sia nella Mb che nell’Hb, l'atomo di 
ferro mantiene normalmente lo stato di ossidazione 
Fe(Il) (ferroso) sia che il gruppo sia ossigenato opp- 
pure libero. 

L’atomo di Fe nell’Hb e nella Mb deossigenate ha 
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cinque coordinazioni a piramide quadrata con atomi 
di N: quattro con la porfirina ed una con la catena 
laterale di un residuo di His. In seguito ad ossigena- 
zione, 1'Ox si lega all’atomo di Fe sul lato dell’eme 
opposto a quello in cui si trova il legame di coordina- 
zione con l’His; l’atomo di ferro viene quindi ad ave- 
re una coordinazione ottaedrica; cioè i ligandi ven- 
gono ad occupare i sei angoli di un ottaedro con al 
centro l’atomo di Fe (Fig. 9.1). L’ossigenazione modi- 
fica lo stato elettronico del gruppo eme-Fe, come si 
può anche osservare dal cambio di colore del sangue 
che passa dal rosso cupo caratteristico del sangue ve- 
noso al rosso scarlatto brillante del sangue arterioso 
e di quello che esce da una ferita in un dito (Fig. 9.2). 

Alcune molecole piccole, come il CO, ’’NO e 1°HS, 
possono coordinarsi alla sesta posizione di legame sia 
nella Mb che nell’Hb con un’affinità addirittura su- 
periore a quella dell’ossigeno. Questo fatto, insieme 
al fatto che questi composti si legano in modo simile 
anche ai gruppi eme dei citocromi, può spiegare le 
proprietà altamente tossiche di queste sostanze. 

Il Fe(1l) della MB o dell’Hb puo essere ossidato a 
Fe(IIl) formando metamioglobina (metMb) oppure 
metaemoglobina (metHb). La metHb non lega l’os- 
sigeno; il suo atomo di Fe(IIl) è gia coordinato in mo- 
do ottaedrico con una molecola di H30 nella sesta po- 
sizione di coordinazione. Il colore scuro del sangue 
secco o della carne vecchia è dovuto alla presenza 
di metHb e di metMb. Gli eritrociti (le cellule rosse 
del sangue) contengono l’enzima metaemoglobina 
reduttasi, che converte le piccole quantità di metHb 
che si formano spontaneamente di nuovo in Hb con 
il Fe. 


B. Legame dell'ossigeno 


Il legame dell’ossigeno alla mioglobina viene de- 
scritto dall’equilibrio 


Mb + (055 == MbO, 
con una costante di dissociazione 


_ [Mbl[02] [9.1] 

[MbOx] 
(i biochimici tendono ad esprimere gli equilibri nei 
termini di costanti di dissociazione, il reciproco delle 
costanti di associazione tradizionalmente usate in chi- 
mica). La dissociazione dell’O, dalla Mb può essere 
caratterizzata dalla sua saturazione frazionale, 
Yor, definita come la frazione di siti che legano os- 
sigeno occupati dall’O2. 


Figura 9.1 Il gruppo Felil)-eme (ferroporfirina IX) legato ad un residuo 
di His e all’O,, come nella mioglobina ossigenata o nell’'emoglobi- 
na ossigenata. Notate che il gruppo eme è un sistema coniugato, cioè, 
anche se due di questi legami Fe—-N sono legami covalenti di coordi- 
nazione (legami in cui la coppia di elettroni che partecipa al legame 
è formalmente fornita da uno solo dei due atomi), tutti i legami Fe-N 
sono equivalenti. E mostrata anche la numerazione degli anelli pirrolici. 
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Figura 9.2 Lo spettro di assorbimento della luce visibile dell’emoglo- 
bina ossigenata e deossigenata. 
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___[Mbo,] __ [0g 
Toz= [Mb]+[MbO;] K+[0;] 192] 


Poiché l’0, è un gas, la sua concentrazione viene 
espressa convenientemente dalla sua pressione par- 
ziale, pOz (chiamata anche tensione di ossigeno). 
L’equazione [9.2] può quindi essere espressa come 


pO2 


=TTT 9.3 


Tor 


Definiamo ora il termine pso come il valore di pO2 
quando la saturazione Yo, è uguale a 0,50, cioè 
quando la metà dei siti di legame della mioglobina 
è occupata dall’ossigeno. L'equazione [9.3] indica an- 
che che K = pso e la nostra espressione della satu- 
razione frazionale diventa infine 


pOz 


YSo,= — [9.4] 
it Pso + pOs 


L’emoglobina lega cooperativamente ossigeno 


La curva di dissociazione dell’ossigeno dalla mio- 
globina ha un andamento che descrive una curva di 
tipo iperbolico (Fig. 9.3) espressa dall’equazione [9.4]; 
Il suo valore di pso è di 2,8 torr (1 torr = 1 mmHg 
a 0 °C = 0,133 kPa; 760 torr = 1 atm). La Mb modi- 
fica poco la quantità di ossigeno legato anche di fronte 
a grandi variazioni della pO-; per esempio, con una 
pO2 di 100 torr la Yo, è 0,97, mentre per una pO, 
di 20 torr la yo; si sposta solo a 0,88. Al contrario, 
la curva di dissociazione dell’ossigeno dall’emoglobi- 
na ha un andamento di tipo sigmoide (a forma 
di S) che l'equazione [9.4] non descrive e dice che 
la quantità di osssigeno legato si modifica significati- 
vamente anche con una piccola variazione della pOs; 
per esempio, a 100 torr di pO; la Yo, è di 0,95 e di- 
venta 0,30 quando la pO; scende a 20 torr nel san- 
gue intero. La curva sigmoide della dissociazione del- 
l'ossigeno dall’emoglobina ha un'importanza fisiolo- 
gica fondamentale; essa permette al sangue di tra- 
sportare più ossigeno ai tessuti di quanto non potreb- 
be se l’Hb avesse una curva di dissociazione dell’ossi- 
geno di tipo iperbolico, come quella della mioglobina. 
Una curva di dissociazione di tipo sigmoide è indica- 
tiva della presenza di interazioni cooperative tra 
i siti di legame per una piccola molecola presenti sul- 
la proteina; cioè il legame di una piccola molecola 
influenza il legame delle altre. In questo caso, il lega- 
me dell’ossigeno aumenta l’affinità dell’Hb per il le- 
game delle altre molecole di O. Il meccanismo strut- 
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pO> (torr) 


Figura 9.3 La curva di dissociazione dell'ossigeno dalla mioglobina 
e dall'emoglobina. Sono indicati i valori normali di pO; nelle vene 
e nelle arterie umane a livello del mare. 


turale alla base della cooperatività dell’ermoglobina 
sarà descritto nel paragrafo 9.2C. 


L’equazione di Hill descrive 
fenomenologicamente la curva di legame 
dell’ossigeno all’emoglobina 


I primi tentativi di analizzare la curva di disso- 
ciazione sigmoide dell'O, dall’emoglobina furono 
eseguiti da Archibald Hill nel 1910. Cercheremo di 
seguire la sua analisi in una forma generale, in quan- 
to essa è utile per caratterizzare il comportamento 
sia dell'emoglobina che degli enzimi oligomerici. 
Consideriamo una proteina E costituita da n subu- 
nità, ognuna delle quali è in grado di legare una mo- 
lecola di S, che, in analogia con i sostituenti dei com- 
plessi ionici metallici, è detta ligande. Assumiamo 
che il ligande si leghi con una cooperatività infinita, 


E+nS=="ES, 


cioè, la proteina ha tutti i siti (o nessun sito) di lega- 
me per il ligande occupati e quindi non possiamo 
osservare forme intermedie del tipo ES, o ES, e così 
via. La costante di dissociazione per questa reazione è 


_[ElIsP 
[ES,] 


[9.5] 
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e la sua saturazione frazionale viene espressa, come 
abiamo visto prima, da 


_ n[ES,] 
°° n([E]+[ES,]) 19.6] 


Combinando le equazioni [9.5] e [9.6] otteniamo 


_ n[El[ST"/K 
°° n[El(1+[SI/K] 


che dopo riarrangiamento algebrico e cancellazioni 
di termini diventa l'equazione di Hill: 


[S” 


ile =tto 
5 K+[sl 


[9.7] 


che, in modo analogo all’equazione [9.4] descrive il 
grado di saturazione di una proteina multisubunità 
in funzione della concentrazione del ligande. 

Una cooperatività infinita per il legame del ligan- 
de, come abbiamo assunto nella derivazione dell’e- 
quazione di Hill, è fisicamente impossibile. Il termi- 
ne n può venire considerato come un parametro non 
integrale correlato al grado di cooperatività tra i siti 
di legame del ligande che stanno interagendo, piut- 
tosto che il numero di subunità della proteina. L’e- 
quazione di Hill diventa quindi una utile curva em- 
pirica corrispondente alla relazione tra il legame del 
ligande e non un indicatore di quel particolare mo- 
dello di legame. L’entità n, la costante di Hill, au- 
menta con il grado di cooperatività di una reazione 
e quindi rappresenta un sistema conveniente e sem- 
plice di caratterizzazione della reazione di legame del 
ligande. Se n = 1, l'equazione [9.7] descrive un’iper- 
bole come le equazioni [9.3] e [9.4] per la mioglobina 
e la reazione di legame del ligande viene detta non 
cooperativa. Una reazione con un valore di n>1 
viene detta con una cooperatività positiva: il lega- 
me del ligande aumenta l’affinità di E per il legame 
di altre molecole di ligande (la cooperatività diventa 
infinita quando il valore di n tende ad essere uguale 
al numero di siti di legame per il ligande presenti 
in E). Se invece n è minore di 1, la reazione viene 
detta con una cooperatività negativa: il legame del 
ligande riduce l’affinità di E per il legame di altre 
molecole di ligande. 


I parametri dell’equazione di Hill 
possono essere calcolati graficamente 


La costante di Hill, n, e la costante di dissocia- 
zione, K, le due entità che meglio descrivono una 


curva di saturazione, possono essere determinate gra- 
ficamente riarrangiando l’equazione [9.7] nel modo 
seguente 


[s]” 
Ys___K+[s" Is 
1-Ys ,__[IS'h K 

K+[ST" 


e poi calcolando il logaritmo di entrambi i termini, 
otteniamo un’equazione che determina una retta: 


log sa, = nlog[s]-logK [9.8] 
1-%s 

Il grafico lineare di log [Ys(1-T9g)]] in funzione di 
log [S], il grafico di Hill, ha una pendenza pari ad 
n ed un°’intercetta sull’asse delle ascisse pari a (log 
K/n) (ricordate che l’equazione lineare y= mr +b de- 
scrive una retta con una pendenza m ed un’intercet- 
ta sull’asse r di — b/m). 

Per l’emoglobina, se sostituiamo pO; a [S], come 
abbiamo fatto con la mioglobina, l’equazione di Hill 
diventa: 


[9.9] 


Come nell’equazione [9.4], definiamo pso come il va- 
lore di pO, a cui Ys corrisponde a 0,50. Quindi, so- 
stituendo questo valore nell’equazione [9.9], abbiamo 


0,50= ( Pso)” 
K+(pso)” 
così che 
K=(pso)" [9.10] 


Sostituendo questo risultato nell’equazione [9.9], ab- 
biamo 


( pO3) A 


TL __ 9.11 
( pso)"+(p0x)” 3 3 


02 


(Nota: l’equazione [9.4] rappresenta un caso speciale 
dell’equazione [9.11], con n= 1). L'equazione [9.8] del 
grafico di Hill per l’emoglobina assume la seguente 
forma: 


log og nlogpOz-nlogpso [9.12] 


1-Ta 
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e quindi la retta nel grafico ha una pendenza di n 
ed un’intercetta sull’asse delle ascisse di pso- 

La Figura 9.4 mostra il grafico di Hill per la Mb 
e l’Hb. Per la mioglobina, il grafico è lineare con una 
pendenza, come ci si deve aspettare, pari a 1. Anche 
se l’emoglobina non lega l’ossigeno in una singola 
tappa, come abbiamo assunto nella derivazione del- 
l'equazione di Hill, il grafico risulta lineare per valo- 
ri di Yo, compresi tra 0,1 e 0,9. La sua massima pen- 
denza, che si ha quando pO2= pso [Yog/(1- Yop)], vie- 
ne considerata come la costante di Hill. Per l’emoglo- 
bina umana normale, la costante di Hill sta tra 2,8 
e 3,0 e cioè il legame dell’ossigeno all’emoglobina è 
altamente cooperativo, ma non presenta una coope- 
ratività infinita. Molti tipi di emoglobina anormale 
hanno invece valori della costante di Hill più piccoli 
(paragrafo 9.3A) e hanno quindi un grado inferiore 
di cooperatività. A valori di Yo, vicini allo zero, 
quando solo poche molecole di Hb hanno legato una 
molecola di ossigeno, la pendenza della retta nel gra- 
fico di Hill in quella regione è circa uno (Fig. 9.4, 
asintoto inferiore), in quanto le subunità dell’Hb com- 
petono indipendentemente per l’O2, esattamente co- 
me le molecole di Mb. A valori di Yo, di circa 1, 
quando almeno tre dei quattro siti di legame dell’e- 
moglobina sono occupati dall’ossigeno, la retta del 
grafico di Hill assume di nuovo una pendenza di uno 
(Fig. 9.4; asintoto superiore), poiché i pochi siti rima- 
sti vuoti sono su molecole diverse e legano in modo 
indipendente l’ossigeno. 

Estrapolando dall’asintoto inferiore nella Fig. 9.4, 
in base all’equazione [9.11], possiamo osservare che 


09 


10,5 Yoy 


Figura 9.4 Il grafico di Hill per la mioglo- 
bina e l’emoglobina purificata. Notate che 
è un grafico a doppio logaritmo. Ad una 


; PO; pari a pso, il valore di y0/(1-Y0)) 
1000 diventa 1. / i 


x 


è necessaria una pso di 30 torr per il legame della 
prima molecola di O, all’emoglobina. Se ora estra- 
poliamo l’asintoto superiore, è necessaria una pso di 
0,3 torr per il legame della quarta molecola di ossi- 
geno all’emoglobina. Quindi, la quarta molecola di 
O; si lega all’Hb con un’affinità 100 volte superiore 
a quella della prima molecola di 03. Questa differen- 
za, come vedremo nel paragrafo 9.2C, è interamente 
dovuta all’effetto della globina sull’affinità dell’eme 
per l’O:. Vi è una differenza di 11,4 kJ- mol”! tra 
l’energia libera di legame del primo e del quarto os- 
sigeno alla Hb (paragrafo 9.4). 


La globina impedisce all’ossieme di autoossidarsi 


[317 ]La globina non soltanto modula l’affinità per 
il legame dell’ossigeno del gruppo eme, ma rende pos- 
sibile questo legame. Il gruppo eme con il Fe(II) non 
è di per sé capace di legare reversibilmente l’ossige- 
no. Invece, si autoossida irreversibilmente nella for- 
ma Fe(IIl) attraverso la produzione di un intermedio 
costituito da una molecola di ossigeno che fa da pon- 
te tra due gruppi eme. Questa reazione può essere 
inibita derivatizzando il gruppo eme con gruppi che 
impediscano stericamente l’avvicinamanto faccia a 
faccia di due gruppi eme. Questi complessi porfirina- 
Fe picchettati (Fig. 9.5), sintetizzati per la prima vol- 
ta da James Collman, legano l’ossigeno in modo re- 
versibile. Il lato opposto di questa porfirina è libero 
ed è complessato con gruppo imidazolico sostituito, 
analogamente a quanto accade nella mioglobina o nel- 
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Figura 9.5 Un complesso Felll)-porfirina «picchettato» con legato l’os- 
sigeno. (Fonte: COLLMAN, ].P., BRAUMAN, ].I., ROSE, E. e SUSLICK, K.S., 
Proc. Natl. Acad. Sci., 75, p. 1053, 1978.) 


l’emoglobina. L’affinità per l’ossigeno di questi gruppi 
eme picchettati è simile a quella della mioglobina. 
Quindi la parte globinica della Mb e dell’Hb opera 
in modo da prevenire l’autoossidazione dell’ossieme 
circondandolo completamente (come il panino circon- 
da la carne in un hamburger) e soltanto i suoi grup- 
pi propionici sono esposti al solvente acquoso (para- 
grafo 9.2B). 


C. Trasporto dell'anidride carbonica 
ed effetto Bohr 


[318] Oltre ad essere un trasportatore di ossigeno, 
l’Hb gioca un ruolo importante nel trasporto della 
CO: da parte del sangue. Quando l’Hb, ma non la 
Mb, lega l’ossigeno ad-un pH fisiologico, subisce una 
modificazione conformazionale (paragrafo 9.5) che 
la rende un acido leggermente più forte. In seguito 
al legame dell’ossigeno si ha quindi il rilascio di un 
protone: 


Hb(03)pHr+0O2 == Hb(02)n+1+rH* 


dove n può essere 1, 2, oppure 3 e x corrisponde 
a circa 0,6 in condizioni fisiologiche. Di conseguen- 


za, aumentando il pH, cioè rimuovendo il protone, si 
stimola il legame dell’ossigeno all’emoglobina (Fig. 9.6). 
Questo fenomeno, le cui basi molecolari sono discus- 
se nel paragrafo 9.2E, è noto come effetto Bohr, dal 
nome di Christian Bohr che lo descrisse per primo 
nel 1904 (Christian è il padre del fisico atomico Niels 
Bohr). 


L’effetto Bohr facilita il trasporto dell’ossigeno 


Le circa 0,8 molecole di CO; formate per ogni 
molecola di 0, consumata durante la respirazione 
diffondono dal tessuto verso i capillari, in gran parte 
sotto forma di CO; disciolta in acqua a causa della 
lentezza della reazione di formazione del bicarbonato: 


CO, +H,0 == H* + HCO7 


Questa reazione viene catalizzata negli eritrociti dal- 
l’anidrasi carbonica (Fig. 7.44). Quindi, la maggior 
parte della CO; nel sangue viene trasportata in for- 
ma di bicarbonato (in assenza dell’anidrasi carboni- 
ca, l’idratazione della CO, avverrebbe ad una velo- 
cità 100 volte inferiore e si formerebbero nel sangue 
e nei tessuti bollicine di CO). 

Nei capillari dove la pO: è bassa, il protone gene- 
rato dalla formazione del bicarbonato viene assunto 
dall’emoglobina, che viene indotta a rilasciare l’ossi- 
geno che ha legato. Questa assunzione di H* facilita 
inoltre il trasporto della CO stimolando la forma- 
zione del bicarbonato. Al contrario, nei polmoni, do- 
ve la pOx è elevata, il legame dell’ossigeno all’Hb de- 
termina il rilascio del protone implicato nell’effetto 
Bohr, che a sua volta sposta verso sinistra l’equili- 


0 20 40 60 80 100 120 140 
O; (torr) 


Figura 9.6 L'effetto del pH sulla curva di dissociazione dell’Hb: l’ef- 
fetto Bohr. (Fonte: BeNESCH, R.E. e BENESCH, R., Adv. Protein Chem., 
28, 212, 1974.) x: 
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brio della CO:. Queste reazioni sono molto correlate 
e quindi causano piccole variazioni nel pH del sangue. 

L’effetto Bohr è un meccanismo attraverso il quale 
viene aumentata la quantità di ossigeno che può es- 
sere fornita ad un muscolo fortemente attivo. Questi 
muscoli generano un acido (paragrafo 16.3A) così ra- 
pidamente da abbassare il pH del sangue che li attra- 
versa da 7,4 a 7,2. A pH 7,2, l’Hb rilascia circa il 10% 
in più di ossigeno ad una pO; inferiore a 20 torr, 
di quanto faccia a pH 7,4 (Fig. 9.6). 


La CO; e il CIT modulano l’affinità 
dell’emoglobina per l’O, 


[320 ] La CO, modula il legame dell’ossigeno diretta- 
mente e combinandosi reversibilmente con i gruppi 
ammino-terminali delle proteine del sangue forman- 
do carbammati: 


R-NH2+CO, == R-NH-C00°7+H* 


La conformazione della Hb deossigenata (deossiHb), 
come vedremo nel paragrafo 9.2B), è significativa- 
mente diversa da quella dell’Hb ossigenata (ossiHb). 
Di conseguenza, la deossiHb lega più CO; sotto for- 
ma di carbammato della ossiHb. La CO:, come il 
protone, è quindi un modulatore dell’affinità dell’Hb 
per l’ossigeno: Una concentrazione elevata di CO), 
situazione presente nei capillari, stimola l’emoglobi- 
na a rilasciare l'ossigeno che ha legato a sé. Notate 
la complessità di questo equilibrio Hb—0,—CO.—H+: 
i protoni rilasciati durante la formazione del carbam- 
mato vengono, in parte, assunti dall’emoglobina me- 
diante l’effetto Bohr ed aumentano la quantità di os- 
sigeno che si stacca dalla proteina. Anche se le diffe- 
renze nel legame della CO; tra gli stati deossi ed os- 
si dell’emoglobina rappresentano soltanto il 5% della 
quantità totale di CO, del sangue, l’emoglobina è 
ugualmente responsabile del trasporto di circa la metà 
della CO; presente in questo fluido. Soltanto il 10% 
| della CO; ritorna in circolo dopo ogni ciclo. 

Il C17 si lega più saldamente alla deossiHb (para- 
grafo 9.2E) e quindi l’affinità dell’emoglobina per l’os- 
sigeno varia con la [C1"]. L’HCO7 può attraversare 
liberamente la membrana degli eritrociti (paragrafo 
11.3C) e, una volta formato si equilibria con il pla- 
sma che circonda la cellula. Poiché è necessario ave- 
re una neutralità di cariche su entrambi i lati della 
membrana, il CI”, che può anch'esso attraversare li- 
beramente la membrana eritrocitaria, rimpiazza il 
bicarbonato che esce dalla cellula (la membrana eri- 
trocitaria è impermeabile ai cationi). Di conseguenza 
la [CI7] eritrocitaria è maggiore nel sangue venoso 
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che nel sangue arterioso. C/7 è pertanto un modu- 
latore dell’affinità dell’emoglobina per l’ossigeno. 


D. Effetto del BPG sul legame dell'ossigeno 


L’emoglobina purificata (denudata) ha un’affi- 
nità per l’ossigeno più elevata dell'emoglobina pre- 
sente nel sangue intero (Fig. 9.7). Questa osservazio- 
ne portò Joseph Barcroft, nel 1921, ad ipotizzare la 
presenza nel sangue di un’altra sostanza che si com- 
plessava con l’emoglobina, riducendone l’affinità per 
l’O,. Nel 1967, Reinhold e Ruth Benesch dimostraro- 
no che questa sostanza è il p-2,3-bisfosfoglicerato 
(BPG) 
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Adenosina trifosfato (ATP) 


(in precedenza detto anche 2,3-difosfoglicerato, 
DPG). Il BPG si lega saldamente alla deossiHb in un 
rapporto molare di 1:1 (K=1,5x10-5M), ma solo de- 
bolmente all’ossiHb. La presenza di BPG diminuisce 
quindi l’affinità dell’emoglobina per l’ossigeno, man- 
tenendola nella conformazione deossigenata; per 


| I I 
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Figura 9.7 Confronto tra le curve di dissociazione dell'emoglobina 
«denudata» e del sangue intero in NaCl 0,01Mm a pH 7,0. (Fonte: Be- 
NESCH, R.E. e BENESCH, R., Adv. Protein Chem., 28, p. 217, 1974.) 
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Figura 9.8 Gli effetti del BPG e della CO,, separati e combinati, sul- 
la curva di dissociazione dell'ossigeno dall’emoglobina, confrontate 
con quella del sangue intero (in rosso). Le soluzioni di Hb conteneva- 
no KCI 0,1M ad un pH di 7,22, una pCO; di 40 torr e la concentra- 
zione di BPG era 1,32 volte quella dell’Hb. Il sangue ha una pO; 
di 40 torr ed il pH del plasma è 7,40 che corrisponde ad un pH 
di 7,22 all’interno degli eritrociti. (Fonte: KilLMarTIN, J.V. e Rossi- 
BERNARDI, L., Physiol. Rev., 53, p. 884, 1973) 
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esempio, la pso dell'emoglobina «denudata» aumen- 
ta da 12 a 22 torr se viene aggiunto BPG ad una con- 
centrazione di 4,6mm, la sua concentrazione norma- 
le negli eritrociti (simile a quella dell'emoglobina). 
Anche i polifosfati organici, come l’inositolo esafo- 
sfato (IHP) e l’adenosina trifosfato (ATP), hanno 
questo effetto sull’Hb. Negli uccelli, l’IHP sostituisce 
funzionalmente il BPG e l’ATP fa la stessa cosa nei 
pesci e in molti anfibi. L’ATP, presente negli eritro- 
citi dei mammiferi alla concentrazione di circa 2mm 
non si lega all’Hb in quanto è complessato con ioni 
Mg?*. i 

Il BPG ha un’indispensabile funzione fisiologica: nel 
sangue arterioso, dove la pO, è circa 100 torr, l’Hb 
è saturata per il 95% con l’O:, ma nel sangue veno- 
so, dove la pO; è circa 30 torr, essa è saturata dal- 
l’ossigeno per il 55% (Fig. 9.3). Di conseguenza, du- 
rante il passaggio nei capillari 1’Hb perde circa il 40% 
del suo ossigeno. In assenza di BPG, l’ossigeno rila- 
sciato in queste condizioni è molto poco, in quanto 
la curva di dissociazione dell’ossigeno dall’Hb «denu- 
data» è molto spostata verso sinistra (Fig. 9.8, a sini- 
stra). 

La CO; e il BPG modulano indipendentemente l’u- 
no dall’altro l’affinità dell'emoglobina per l’ossigeno. 
La Fig. 9.8 mostra che l’emoglobina ha la stessa cur- 
va di dissociazione nel sangue intero o quando viene 
mescolata con CO; e BPG alle concentrazioni presenti 
nell’eritrocita (anche il pH e la [Cl-] devono essere 
uguali). Quindi, la presenza di queste quattro sostan- 
ze nel sangue intero — BPG, CO, H* e CI- — può 
spiegare le proprietà dell'emoglobina nel legame del- 
l’ossigeno. 


Un aumento dei livelli di BPG è parzialmente 
responsabile dell’adattamento all’altitudine 


[322 ] L'adattamento all’altitudine è un complesso pro- 
cesso fisiologico che implica un aumento della quan- 
tità di emoglobina per eritrocita e del numero totale 
di eritrociti. Per il suo completamento sono di solito 
necessarie diverse settimane. Come è noto a coloro 
che sono saliti ad elevate altitudini, restare anche un 
solo giorno in queste condizioni porta ad un notevo- 
le grado di adattamento. Questo effetto deriva da un 
rapido aumento della concentrazione di BPG eritro- 
citaria (Fig. 9.9); Il BPG, che non può attraversare 
la membrana degli eritrociti, viene sintetizzato al- 
l’interno di queste cellule; paragrafo 16.2H). La con- 
seguente diminuzione dell’affinità per l’ossigeno, co- 
me indica il valore aumentato della pso, incrementa 
la quantità di ossigeno che l’emoglobina può scarica- 
re nei capillari (Fig. 9.10). Simili aumenti nella con- 


244 Capitolo 9 


[323] 


Livello «—4530 metri su—» Livello 
del mare ‘. . :livello del mare + del mare 

34 igira 160. _ 
5 
33 iva : i 140 O E) 
32 “// Concentrazione di BPG 120 63 
ADI i > 35 
- 31 100:ga 
2 SL 
— 30 80 sE 
È ed 
29 60 52 
v 
28 40 e 
27 200 
S 

26 (0) 


-1 0 1 2 3 4 5 6/0 1 2 3 


Tempo (giorni) 
Figura 9.9 L'effetto dell’altitudine sulla pso e sulla concentrazione 
di BPG nel sangue di individui adattati al livello del mare. La regione 
indicata con «a livello del mare» sulla destra mostra gli effetti del 
ritorno al livello del mare in un individuo adattato all’altitudine. (Fon- 


te: LENFANT, C., TORRANCE, }.D., ENGLISH, E., FINCH, C.A., REYNAFARIE, 
C., RAMOS, |. e FAURA, J., /. Clin. Invest., 47, p. 2653, 1968.) 


centrazione di BPG sono osservabili in individui che 
soffrono di disturbi che limitano l’ossigenazione del 
sangue (ipossia), come vari tipi di anemie e insuffi- 
cienze cardiovascolari. 


L’emoglobina fetale ha una bassa affinità 
per il BPG 


L’effetto del BPG favorisce anche il rifornimen- 
to di ossigeno al feto. Il feto ottiene l’ossigeno di cui 
ha bisogno dalla circolazione materna attraverso la 
placenta. Questo processo viene facilitato se l’emo- 
globina fetale (HbF) ha un’affinità per l’ossigeno più 
alta di quella dell'emoglobina materna (HbA; ricor- 
date che l’HbF ha una composizione in subunità 
Ya, in cui la subunità y è una variante della subu- 
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Figura 9.10 Le curve di dissociazione di campioni di sangue di indi- 
vidui adattati a livello del mare (in nero) ed in altitudine (in rosso). 
Per effetto dei valori di pO, nelle arterie e nelle vene, corrisponden- 
ti rispettivamente a 100 e 30 torr, l’Hb normalmente scarica il 38% 
dell'O, che può trasportare. Quando la pO; delle arterie scende a 
55 torr, come accade ad un'altitudine di 4 500 metri, questa differen- 
za si riduce al 30% nel sangue non adattato. L'adattamento sposta 
la curva di dissociazione dell'ossigeno verso destra per l'aumento 
del BPG. La quantità di ossigeno che l’Hb cede ai tessuti torna ad 
essere il 37% della quantità massima. 


nità 8 dell’HbA; paragrafo 6.3C). Il BPG è presente 
circa nelle stesse quantità negli eritrociti fetali ed adul- 
ti, ma la sua affinità per la deossiHb A è molto mag- 
giore di quella per la deossiHbF; questo ci spiega co- 
me è possibile il passaggio dell’ossigeno tra madre 
e feto. Nel prossimo paragrafo vedremo anche quali 
aspetti strutturali sono alla base degli effetti del BPG 
e del legame dell’ossigeno in generale. 
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* | residui sono stati allineati in posizioni strutturalmente analoghe. | tratti blu 
indicano i residui identici nelle catene dell’Hb e quelli viola i residui identici 
nelle catene dell’Hb e nella Mb; quelli in viola più scuro sono i residui inva- 


TUTT 


rianti dell’Hb e della Mb in tutti i vertebrati (Thr Ca, Phe CDI, Leu F4, His 
F8 e Tyr HC2). Le abbreviazioni ad una lettera sono riportate nella Tabella 4.3. 


** Sono indicati il primo e l’ultimo residuo delle eliche, mentre i residui tra 


livello dei mare | 


[324][325 [326] 
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2. STRUTTURA E MECCANISMO 


[s24]La determinazione delle prime strutture pro- 
teiche ai raggi X (quelle della mioglobina di capodo- 
glio ad opera di John Kendrew, nel 1959, e poco do- 
po di quelle della deossimioglobina umana e della 
metaemoglobina di cavallo ad opera di Max Perutz) 
ha introdotto una rivoluzione nel pensiero biochimi- 
co tale da dare una nuova forma alle nostre nozioni 
sulla chimica della vita. Prima dell’avvento della cri- 
stallografia delle proteine, si pensava che le struttu- 
re delle macromolecole, se venivano prese in consi- 
derazione, avessero un’esistenza incerta e con un si- 
gnificato biologico altrettanto incerto. Mentre le in- 
formazioni sulla struttura delle macromolecole co- 
minciavano ad arrivare sempre più rapidamente, di- 
ventò chiaro il concetto che la vita si basa sulle inte- 
razioni di molecole complesse, ma strutturalmente ben 
definite. 

[325] La storia della determinazione della struttura 
dell'emoglobina è un racconto pieno di un’enorme 
quantità di ottimismo e di tenacia. Perutz iniziò que- 
sti studi nel 1937 presso l’Università di Cambridge, 
come studente, e lavorando con John D. Bernal (che, 


insieme a Dorothy Crowfoot Hodgkin aveva preso - 


le prime fotografie della diffrazione dei raggi X da 
parte di un singolo cristallo di una proteina nel 1934). 
Nel 1937, la determinazione della struttura di cri- 
stalli ai raggi X anche di molecole piccole richiedeva 
molti mesi di calcoli manuali e la struttura più gran- 
de fino ad allora studiata era quella del colorante fta- 
locianina, composto da quaranta atomi diversi dall’i- 
drogeno. Poiché l’emoglobina ha qualcosa come 4 500 
atomi diversi dall’idrogeno, era sembrato ai colleghi 
di Perutz che il suo tentativo fosse praticamente im- 
possibile. 

Tuttavia, il direttore del laboratorio, Lawrence Bragg 
(che insieme a suo padre William Bragg nel 1912 riu- 
scì ad ottenere la prima struttura ai raggi X, quella 
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dell’NaCl), recepì l’importanza biologica ed il signifi- 
cato della determinazione della struttura di una pro- 
teina e sponsorizzò il progetto. Non fu però prima 
del 1953 che Perutz individuò il metodo che gli avreb- 
be poi permesso di risolvere la struttura dell’emo- 
globina ai raggi X, quello della sostituzione isomor- 
fa. Kendrew, un collega di Perutz, utilizzò questa 
tecnica per determinare la struttura della mioglobi- 
na di capodoglio, prima a bassa risoluzione nel 1957 
e poi ad alta risoluzione nel 1959. Data la maggiore 
complessità dell’emoglobina, non fu possibile avere 
una sua struttura ai raggi X a bassa risoluzione fino 
al 1959 e fu solo nel 1968, trent’anni dopo che questo 
progetto era iniziato, che Perutz ed i suoi collabora- 
tori riuscirono ad ottenere una struttura ad alta riso- 
luzione della metaemoglobina di cavallo. Le struttu- 
re della deossiemoglobina di uomo e di cavallo furo- 
no identificate poco dopo. Dopo di allora, furono stu- 
diate le strutture ai raggi X di emoglobine da molte 
specie diverse, da varianti mutazionali e con diversi 
ligandi legati. Tutto questo, insieme ad alcune inge- 
gnose invenzioni chimico-fisiche, hanno reso l’emo- 
globina la proteina più studiata e forse la meglio co- 
nosciuta. 

In questo paragrafo esamineremo la struttura mo- 
lecolare della mioglobina e dell'emoglobina e analiz- 
zeremo pure le basi strutturali della cooperatività del 
legame dell’ossigeno all’emoglobina, dell’effetto Bohr 
e del legame del BPG. 


A. Struttura della mioglobina 


La mioglobina è costituita da otto eliche (indi- 
cate con lettere maiuscole da A a H) legate tra loro 
da corti polipeptidi per formare un molecola ellis- 
soidale delle dimensioni approssimate di 33x4x25 
À (Fig. 9.11). Le eliche variano in lunghezza da 7 
a 26 residui e comprendono 121 dei 153 residui am- 
minoacidici della mioglobina (Tabella 9.1). Esse sono 
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le eliche costituiscono gli «angoli». La struttura dell’Hb rivela che l'angolo EF 
è, in realtà, un’elica in entrambe le catene. Questo segmento che comprende 
i residui EF4-F2 viene detto elica F'. 


Fonte: Dickerson, R.E. e Gis, l., 
1983. 


Hemoglobin, pp, 68-69, Benjamin/Cummings, 
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Figura 9.11 La struttura della mioglobina di capodoglio. Le posizioni 
dei suoi 153 C,, sono numerate a partire dall’N-terminale e le otto 
eliche sono indicate con lettere da A ad H. L'ultima metà dell'angolo 
EF viene ora considerato come un giro di elica e viene detto elica 
F'. Il gruppo eme è in rosso. (Copyright © Irving Geis.) 
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a-eliche, ma con qualche distorsione da questa geo- 


metria, come una compattazione dei giri finali delle 
eliche A, C, E e G a formare un’elica 30. Nella con- 
venzione tipica di queste proteine usata per numera- 
re le eliche, i residui vengono indicati in base alla 
loro posizione in un’elica oppure in un segmento in- 
terelica. Per esempio, il residuo B5 è il quinto resi- 
duo dall’N-terminale dell’elica B ed il residuo FG3 
è il terzo residuo dall’N-terminale del segmento non 
ad elica (detto anche «angolo») che connette le eliche 
F e G. I segmenti non elicoidali alle estremità N- e 
C-terminali sono indicati rispettivamente con le sigle 
NA e HC. Viene usata anche la convenzione norma- 
le, cioè quella di numerare i residui uno dopo l’altro 
a partire da quello N-terminale e accade anche che 
spesso le due convenzioni vengano usate insieme. Per 
esempio, il residuo GluEF6(83) della Mb è il suo ot- 
tantatreesimo residuo dall’N-terminale e il sesto resi- 
duo dell’angolo EF. 

Il gruppo eme è immerso in una tasca idrofobica 
formata principalmente dalle eliche E ed F, ma com- 
prendente anche contatti con le eliche B, C, G ed H 
e con gli angoli CD e FG. Il quinto ligande del Fe(Il) 
dell’eme è il residuo di His F8, detta istidina prossi- 


Figura 9.12 Disegni stereoscopici del grup- 
po eme nella ossimioglobina. Nei disegni 
in alto, gli atomi sono rappresentati da sfe- 
re che rispettano il raggio di van der Waals. 
Nei disegni in basso, viene mostrato lo stesso 
complesso usando una rappresentazione a 
bastoncini, in cui le linee tratteggiate indi- 
cano i legami idrogeno tra l’His distale e 
l'O.. Le istruzioni per l'osservazione delle 
immagini stereo sono riportate nell’appen- 
dice al Capitolo 7. (Fonte: PHirups, S.E., /. 
Mol. Biol., 142, p. 544, 1980.) 
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male. Nell’ossiMb, Il Fe(Il) è posizionato 0,22 À fuori 
dal piano dell’eme sul lato dell’istidina prossimale ed 
è coordinato con una molecola di O, formando l’an- 
golo mostrato nella Fig. 9.12. Il residuo di His E7, 
l’istidina distale forma un legame idrogeno con l’os- 
sigeno. Nella deossiMb, la sesta posizione di coordi- 
nazione del Fe(II) non è occupata in quanto l’His di- 
stale è troppo lontana dal Fe(II) per potersi coordina- 
re con questo atomo. Inoltre, il Fe(Il) si è spostato 
in un punto che è 0,55 À fuori dal piano dell’eme. 
Le altre modificazioni strutturali della Mb conseguenti 
al suo stato di ossigenazione sono costituite da piccoli 
movimenti di vari segmenti di catene e piccoli riag- 
giustamenti delle conformazioni delle catene latera- 
li. A grandi linee però, le strutture della deossiMb 
e della ossiMb sono praticamente sovrapponibili. 


Funzione dell’istidina distale 


La sostituzione nella mioglobina dell’istidina di- 
stale (His E7, il residuo localizzato sul lato opposto 
dell’atomo di ferro dell’eme che forma un legame 
idrogeno con l’03; vedi Fig. 9.12) con qualsiasi altro 
residuo riduce l’affinità della proteina per l’ossigeno 
ed aumenta la sua velocità di autossidazione. Il ferro 
dell’eme è protetto dall’autossidazione dal legame del- 
l’ossigeno, come è dimostrato dall’osservazione che 
la velocità di ossidazione della mioglobina diminui- 
sce all'aumentare della pressione parziale di ossige- 
no. La spiegazione di questo fatto, che sembra un 
paradosso, è che l’ossidazione del ferro dell’eme, che 
avviene nello stato deossigenato, è catalizzata dai pro- 
toni che vengono ridotti dal ferro dell’eme e che, 
a loro volta, riducono l’ossigeno nel solvente a supe- 
rossido (07.). Sostituendo il residuo di His distale con 
Asp aumenta la velocità di ossidazione della mioglo- 
bina di circa 350 volte, l'aumento più pronunciato os- 
servato, mentre la Phe, la Met e l’Arg producono 
un’accelerazione della reazione di soltanto 50 volte, 
l'aumento più piccolo osservato. Evidentemente l’a- 
nello imidazolico dell’His distale, che ha un valore di 
pK di 5,5 a pH neutro con un atomo di N non proto- 
nato che guarda la tasca dell’eme, agisce da trappola 
per i protoni proteggendo il ferro dell’eme dai protoni 
che possono entrare nella tasca dell’eme della deossi- 
mioglobina. Riprendendo le parole di Perutz, possia- 
mo osservare che «l’evoluzione è un ottimo chimico». 


B. Struttura dell'emoglobina 


Il tetramero dell’emoglobina è una molecola di 
forma quasi sferica con le dimensioni di 64x 55x50 A. 


I suoi due protomeri «8 sono correlati da un doppio 
asse di simmetria rotazionale (Figg. 7.56 e 9.13). La 
struttura terziaria delle due subunità a e B è conside- 
revolmente simile ed entrambe sono simili alla mio- 
globina (Fig. 9.11 e 9.13), anche se solo il 18% dei 
corrispondenti residui sono identici nelle tre catene 
polipeptidiche (Tabella 9.1) e non c’è l’elica D nella 
subunità a dell’emoglobina. Le subunità a e B nel 
tetramero sono correlate da una pseudo-rotazione dop- 
pia, in quanto le subunità sono disposte ai vertici di 
un tetraedro (simmetria pseudo D:; paragrafo 7.5B). 

Le catene polipeptidiche dell’emoglobina sono or- 
ganizzate in modo da avere notevoli interazioni tra 
le subunità di.tipo diverso. L’interfaccia &-B; (e 
l'interfaccia simmetricamente equivalente 2-82) 
comprende 35 residui, mentre l’interfaccia a:-8. (e 
l'equivalente &2-6:;) coinvolge 19 residui. Queste in- 
terazioni sono principalmente di carattere idrofobi- 
co, ma sono presenti anche numerosi legami idro- 
geno ed alcune coppie ioniche. I contatti tra subu- 
nità dello stesso tipo, aa; e 8282, sono invece po- 
chi e con un carattere prevalentemente polare. Ciò 
è dovuto al fatto che le subunità dello stesso tipo 
si guardano l’un l’altra attraverso un canale pieno 
di solvente del diametro di circa 20 À che segue 
esattamente il doppio asse di simmetria della mole- 
cola (Fig. 9.13). 


L’ossiemoglobina e la deossiemoglobina 
hanno strutture secondarie diverse 


L’ossigenazione determina una grande modifi- 
cazione della struttura quaternaria e per questo mo- 
tivo i cristalli di deossiHb e di ossiHb sono diversi. 
I cristalli di deossiHb si frantumano dopo esposizio- 
ne all’ossigeno. La struttura cristallina delle forme 
deossi- ed ossi- dell'emoglobina sono state determi- 
nate separatamente. Le modificazioni della struttura 
quaternaria conservano la doppia simmetria esatta 
dell’emoglobina ed avvengono esclusivamente alle in- 
terfacce 2,8, ed af. I contatti 68; (e ovviamente 
23) rimangono immodificati, probabilmente per il 
fatto che sono determinati da associazioni più ravvi- 
cinate. Questi contatti rappresentano un convenien- 
te schema di riferimento da usare per confrontare 
le conformazioni dell'emoglobina nella forma deossi- 
oppure ossi-. Vista in questo modo, l’ossigenazione 
fa ruotare il dimero af; di circa 15° rispetto al di- 
mero 26 (Fig. 9.14) e alcuni atomi all’interfaccia 
&162 si spostano anche di 6 À relativamente agli al- 
tri (confrontate la Fig. 9.130 e Db). 

La conformazione quaternaria della deossiHb vie- 
ne detta stato T. Quella della ossiHb, che è essenzial- 
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Figura 9.13 Le strutture della deossiemoglobina (a) e dell’ossiemoglo- 
bina (b), viste lungo il loro doppio asse di simmetria. Sono mostrati 
i C,, numerati a partire dall’N-terminale, ed il gruppo eme. II tetra- 
mero dell’Hb contiene un canale centrale pieno di solvente parallelo 


mente indipendente dal tipo di ligande usato per in- 
durla (’emoglobina con legato 02, CO, CN7, NO, op- 
pure la metaHb, hanno tutte la stessa struttura qua- 
ternaria) viene detta stato R. Analogamente, gli sta- 
ti conformazionali terziari delle subunità deossi- 0 
con un ligande sono indicate rispettivamente come 
stato t o stato r. Le differenze strutturali tra queste 
conformazioni quaternarie e terziarie sono descritte 
nel paragrafo seguente nei termini di meccanismo 
di legame dell’ossigeno dell’emoglobina. 


Figura 9.14 Le principali differenze strutturali tra le conformazioni 
quaternarie della deossiHb (a) e dell’ossiHb (6). Dopo ossigenazione 
i protomeri 018; (colorato) e «767 si spostano, come è mostrato a 
destra, sotto forma di unità rigide di circa 15° l’uno rispetto all’altro, 
conservando il doppio asse di simmetria rotazionale. Notate come 
la posizione dell’His FG48 (i/ pentagono) si sposti rispetto alla Thr 
C3a, alla Thr C6a ed alla Pro CD2a (macchie gialle), nelle regioni 
di contatto 218: e @,81. La molecola è vista lateralmente (da destra) 
rispetto a quella in Fig. 9.13. (Copyright © Irving Geis.) 


all'asse di simmetria, che si restringe a livello delle regioni occupate 
dalle subunità /FT93/b, dopo ossigenazione (confrontate la lunghezza 
della freccia al centro nei due disegni). Nello stato deossigenato, l'His 
FG4(97)g si pone tra la Thr C6(41)a e la Pro CD2(44)a (frecce piccole 


C. Cooperatività del legame dell'ossigeno 


[330]La cooperatività positiva del legame dell’ossi- 
geno all’emoglobina deriva dalle modificazioni che 
il legame di un ligande ad un gruppo eme può in- 
durre sull’affinità di legame per il ligande in un al- 
tro gruppo eme. La distanza (da 25 a 37 À) tra i 
gruppi eme in una molecola di Hb è troppo grande 
per avere interazioni dirette eme-eme di carattere 
elettronico. Invece, queste vengono trasmesse mec- 
canicamente dalla proteina. La definizione del mec- 
canismo alla base di questo fenomeno ha motivato 
nelle due decadi passate molti degli studi strutturali 
sull’emoglobina. 

L’analisi della struttura cristallina ai raggi X ha 
fornito «istantanee» degli stati T ed R dell’emoglobi- 
na in varie condizioni e con vari ligandi, ma ha po- 
tuto ugualmente mostrare come la proteina passa 
da uno stato all’altro. È molto difficile determinare 
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(b) Ossiemogiobina 


in basso ed in alto). | movimenti dei due protomeri @f dopo l’ossige- 
nazione determinano lo spostamento dell’His FG4(97)f in una nuo- 
va posizione tra la Thr C3(38)a e la Thr C6(41)a. Vedi anche Fig. 7.56. 
(Copyright © Irving Geis.) 


la sequenza di eventi che portano a queste trasfor- 
mazioni in quanto, per ottenere queste informazio- 
ni, bisogna conoscere le attività interne di una pro- 
teina che, però, non sono ancora note. È un po’ co- 
me se ci chiedessero di spiegare il meccanismo di 
un complicato orologio meccanico da una sua foto- 
grafia, anche sfuocata, avendo solo poche nozioni 
sul funzionamento di ingranaggi, leve e molle. 
Ugualmente, sulla base delle strutture ai raggi X, 
Perutz ha formulato il seguente meccanismo di os- 
sigenazione dell'emoglobina, detto appunto mecca- 
nismo di Perutz. 


IH movimento del Fe(Il) nel piano dell’eme 
innesca il cambio di conformazione da T ad R 


Nello stato t, il Fe(Il) è situato circa 0,6 À fuori 
del piano del gruppo eme sul lato dell’istidina pros- 
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Figura 9.16 Il meccanismo che innesca la transizione T — R nel- 
l’emoglobina. Nello stato T (in blu) il Fe è 0,6 À fuori dell'anello 
porfirinico, che ha una forma a cupola. Dopo aver assunto lo stato 
R (in rosso), il Fe si sposta nel piano della porfirina, che ha perduto 
la forma a cupola, dove lega facilmente l'ossigeno e sposta con sé 
l’His prossimale e l'elica F a cui è legata. Il legame Fe—O), viene 
quindi rinforzato dalla scomparsa delle interferenze steriche tra eme 
e (05% 


Punto di 
contatto 
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Figura 9.15 Il gruppo eme e 
l’ambiente che lo circonda in 
una catena a non impegnata 
nel legame con l'ossigeno. So- 
no state riportate le catene la- 
terali significative e per chia- 
rezza sono stati omessi i grup- 
pi propionici dell’'eme. L‘eli- 
ca F è sul lato sinistro del di- 
segno. La linea tratteggiata in- 
dica il contatto tra l’His pros- 
simale e il gruppo eme che 
inibisce l’ossigenazione dello 
stato t della subunità. (Fonte: 
GELIN, B.R., LEE, A.W.-N. e 
KarpLus, M., /. Mol. Biol., 
171, p. 542, 1983.) 


simale a causa della forma a cupola dello scheletro 
dell’eme e dei legami Fe—Nporfirina Che sono troppo 
lunghi per consentire al Fe di giacere nel piano del- 
l’eme (Figg. 9.15 e 9.16). 

La variazione nello stato elettronico dell’eme in se- 
guito al legame dell’O2, determina un abbassamento 
della cupola dell’eme ed una contrazione di circa 0,1 À 
dei legami Fe—Nporfirina. Passando dallo stato t allo sta- 
to r, il Fe si sposta nel centro del piano dell’eme (Fig. 
9.16), dove l’ossigeno può coordinarsi senza l’interfe- 
renza sterica della porfirina. Il movimento del Fe tra- 
scina con sé l’His prossimale che, a sua volta, inclina 
l'elica F traslandola di circa 1 À più vicino al piano 
dell’eme (Fig. 9.16). Questo spostamento laterale av- 
viene in quanto nello stato t l'anello imidazolico del- 
l’His prossimale è orientato in modo che un avan- 
zamento di 0,6 À verso il piano dell’eme lo portereb- 
be a collidere con l’eme stesso (Figg. 9.15 e 9.16). 

L’elica F, però, cambia l’orientamento dell’anello 
imidazolico consentendo al Fe(Il) di entrare nel pia- 
no dell’eme. Nelle subunità 8, ma non in quelle a, 
la Val E11 occlude parzialmente la tasca di legame 
dell’ossigeno e deve quindi essere spostata di lato pri- 
ma che avvenga il legame con l’ossigeno. 
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Asp G1 (99) 


Stato T (deossi) 


Figura 9.17 Rappresentazioni della superficie del dimero @18 dell’Hb 
nello stato T (a) e nello stato R (b), sezionato in modo da mostrare 
i punti di contatto @3C — 82FG. Ogni disegno è accompagnato dalla 
corrispondente rappresentazione schematica della stessa regione. Do- 
po una transizone T ——» R, questo punto di contatto passa da una 
posizione all'altra senza la formazione di intermedi stabili. Nei due 
stati quaternari, le subunità sono legate da un gruppo diverso di lega- 
mi idrogeno. Le Figg. 9.13, 9.14 e 9.19 mostrano altre immagini di 
queste interazioni. (Per gentile concessione di Michael Pique, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 


I contatti a;-83 e «2-8, hanno 
due posizioni stabili 


[332] Come abbiamo visto sopra, la differenza tra le 
conformazioni T ed R dell'emoglobina sono localiz- 
zate sostanzialmente all’interfaccia @;-82 (e all’inter- 
faccia simmetricamente correlata a-f;), costituita 
dal’elica C e dall'angolo FG della subunità a; in con- 
tatto rispettivamente con l’angolo FG e con l’elica C 
della subunità 83. Il cambio di struttura quaternaria 
si riflette in uno spostamento di 6 À dell’interfaccia 
&C-682FG (Fig. 9.14). Nello stato T, l’His FG4(97)8 è 
in contatto con la Thr C6(41)a (Figg. 9.130 e 9.17, 
a sinistra), mentre nello stato R è in contatto con 
la Thr C3(38)a, che si trova un giro dell’elica 
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C indietro rispetto all’altro residuo di His (Fig. 9.135 
e Fig. 9.17, a destra). In entrambe le conformazioni, 
le «protuberanze» di una subunità si adattano esatta- 
mente agli «incavi» presenti nell’altra subunità (Fig. 
9.17). Una posizione intermedia presenterebbe nu- 
merose costrizioni ed infatti 1’His FG4(97)8 verrebbe 
a trovarsi in contatto con la Thr C6(41)a (cioè protu- 
beranza con protuberanza). Questi contatti, che sono 
congiunti nei due stati da diversi gruppi di legami 
idrogeno, ma tra loro equivalenti, agiscono come uno 
scambio binario che consente alle subunità di assu- 
mere, l’una relativamente all’altra, solo due posizio- 
ni. Al contrario, il cambio di struttura quaternaria 
determina uno spostamento di solo 1 À nel contatto 
&FG-82C e quindi le catene laterali mantengono lo 
stesso tipo di associazione, indipendentemente dallo 
stato. Queste catene laterali agiscono come congiun- 
zioni flessibili o cerniere intorno a cui fanno perno 
le subunità a e 8, durante il cambio di struttura 
quaternaria. 
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Figura 9.18 Intreccio di ponti salini e di legami idrogeno nella deos- 
siHb che coinvolgono gli ultimi due residui della subunità « e della 
subunità 8. Tutti questi ponti vengono rotti durante la transizione 
T-——» R. | due gruppi che partecipano all'effetto Bohr diventando 
parzialmente deprotonati nello stato R sono indicati da un segno 
+ bianco. (Copyright © Irving Geis.) 


Lo stato T è stabilizzato da un intreccio 
di ponti salini che devono essere rotti 
per passare allo stato R 


[333] Lo stato R viene stabilizzato dal legame del li- 
gande. Ma, in assenza di ligande, perché lo stato T 
è più stabile dello stato R? Nelle mappe di densi- 
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tà elettronica dell’emoglobina nello stato R, i residui 
C-terminali di ogni subunità (l’Arg 141a e '’His 1466) 
hanno un’immagine confusa e quindi sono liberi di 
ondeggiare in soluzione. Nelle mappe dello stato T, 
questi residui risultano fermamente ancorati da di- 
versi ponti salini intersubunità e intrasubunità che, 
evidentemente, contribuiscono a stabilizzare lo sta- 
to T (Figg. 9.18 e 9.19). Le modificazioni strutturali 
che accompagnano la transizione T-—> R rompono 
questi ponti salini in un processo guidato dall’ener- 
gia di formazione del legame Fe—O2. 


La cooperatività del legame dell’ossigeno 
all’emoglobina deriva dal cambio 
conformazionale T—> R 


{334]La molecola di emoglobina è un meccanismo 
di precisione con pochissimo gioco. Il legame del- 
l'ossigeno richiede una serie di movimenti altamen- 
te coordinati: 


1. Il Fe(Il) di ogni subunità non può muoversi verso 
il piano dell’eme senza il riorientamento dell’His 
prossimale, in modo da prevenire l’urto di que- 
sto residuo con la porfirina. | 

2. L’His prossimale è così costretta dai gruppi che 
la circondano che non può essere riorientata a 
meno che questo movimento non sia accompa- 
gnato da una traslazione descritta prima dell’eli- 
ca F attraverso il piano dell’eme. 

3. La traslazione dell’elica F è possibile solo in con- 
certo con il cambio di struttura quaternaria che 
sposta il contatto @1C-B.FG di un giro lungo l’e- 
lica 20. 

4. La rigidità delle interfacce @1-81 e 02-82 fa sì che 
il cambio avvenga contemporaneamente in en- 
trambe le interfacce a;-B2 e a2-B1. 


Di conseguenza, nessuna subunità o dimero può mo- 
dificare la sua conformazione in modo indipendente 
dalle altre subunità o dall’altro dimero. Le due posi- 
zioni stabili dei contatti a,C-B,FG limitano il nume- 
ro delle conformazioni della molecola di emoglobina 
soltanto agli stati T ed R. 

Siamo ora nella posizione di poter analizzare ra- 
zionalmente la cooperatività del legame dell’ossige- 
no all’emoglobina. Il sito di legame dell’ossigeno di 
una delle subunità della deossiHb è costretto a ri- 
manere nello stato t dalla conformazione T del te- 
tramero. Lo stato t ha una ridotta affinità per l’os- 
sigeno, molto probabilmente perché il legame Fe— 
O, viene stirato all’indietro dalla repulsione tra il 
gruppo eme e la molecola di ossigeno e, nella subu- 


C-terminale 82 


Figura 9.19 L'interfaccia 01-82 
dell'emoglobina vista perpendico- 
larmente rispetto alla Fig. 9.13. L’a- 
rea nel riquadro sulla sinistra è mo- 
strata in dettaglio sulla destra. | le- 
gami idrogeno ed i ponti salini so- 
no rappresentati da linee punteg- 
giate in nero per la deossiHb e in 
blu per l’ossiHb. | contatti di van 
der Waals sono indicati dalle li- 
nee tratteggiate. Notate che l’in- 
terfaccia q1C—2FG (la regione 
con lo scambio) va incontro ad un 
notevole riaggiustamento durante 
fa transizione T — R, mentre 
l'interfaccia  pseudo-simmetrica 
a1FG— 8,C (la giunzione flessibi- 
le) subisce solo piccole modifica- 
zioni. Notate pure che i ponti sa- 
lini dello stato T che coinvolgono 
i residui C-terminali [Arg 1410 (in 
basso) e His 1468 (in alto) vengo- 
no rotti durante la transizione 
T-—> R. (Copyright © Irving 
Geis.) 


nità 8, dalla necessità di spostare la Val E11 al di fuori 
del sito di legame. Quando si lega più ossigeno, questo 
stiramento che deriva dall’energia del legame Fe—O;, 
si accumula nella subunità con il ligande fino a che non 
diventa sufficientemente forte da portare la molecola 
nella conformazione R. Tutte le subunità assumono 
quindi lo stato r, sia che abbiano legato il ligande oppu- 
re no. Le subunità senza ligande, ma nello stato r, han- 
no un’aumentata affinità per l’ossigeno in quanto pos- 
siedono già la conformazione giusta per legare l’ossige- 
no. Questo fatto spiega l’elevata affinità per l’ossigeno 
dell’emoglobina quasi saturata. 
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La curva sigmoide del legame dell’ossigeno 
all’emoglobina è data dall’insieme delle curve 
iperboliche dello stato T e dello stato R 


[335 ] La stabilità relativa degli stati T ed R, come è 
indicato dalle loro energie libere, varia con la satura- 
zione frazionale (Fig. 9.200). In assenza di ligande, 
lo stato T è più stabile dello stato R e viceversa, quan- 
do i siti di legame sono occupati. La formazione del 
legame Fe—O), in seguito all’ossigenazione, determi- 
na una diminuzione dell’energia libera di entrambi 
gli stati T ed R (diventano più stabili), ma la velocità 
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Figura 9.20 (a) La variazione di energia libera degli stati Ted R dell'e 
moglobina, in funzione della saturazione frazionale. In assenza di 
O;, lo stato T è più stabile, mentre lo stato R diventa più stabile 
una volta saturato con ossigeno. L'energia libera di entrambi gli stati 
viene ridotta dall’ossigenazione, come conseguenza del legame del- 
l'ossigeno. Il legame Fe(ll)—O; è più esoergonico nello stato R che 


di diminuzione è minore per lo stato T a causa dello 
stiramento che la formazione di questo legame im- 
pone alle subunità nello stato t. La transizione R= T 
è un processo in equilibrio e quindi le molecole di 
emoglobina con livelli di saturazione frazionale in- 
termedi (con 1, 2 o 3 molecole di O; legate) inter- 
convertono continuamente tra i due stati. 

Possiamo considerare la curva di legame dell’ossi- 
geno all’Hb come una curva composita, comprendente 
quella dello stato R e quella dello stato T (Fig. 9.20D). 
Per gli stati discreti, come T o R, queste curve sono 
iperboliche in quanto il legame di un ligande ad un 
protomero è indipendente dallo stato degli altri pro- 
tomeri, in assenza di un cambio della struttura qua- 
ternaria. Quando la pO; è bassa, l’Hb segue la curva 
dello stato T a bassa affinità e, nel caso contrario con 
alta pO:, segue invece la curva dello stato R ad alta 
affinità. Quando i valori di pO, sono intermedi tra 
questi estremi, l’affinità dell'emoglobina per l’ossi- 
geno varia a seconda che la proteina assuma lo stato 
T o lo stato R. Questa continua fluttuazione determi- 
na un andamento sigmoide della curva di legame del- 
l'ossigeno all’emoglobina. 


D. Valutazione del meccanismo di Perutz 
Il meccanismo di Perutz è una descrizione del 


comportamento dinamico dell’Hb, basato in gran par- 
te sulle strutture statiche degli stati discreti T ed R. 


(5) 
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nello stato T e quindi la stabilità relativa di questi due stati si inverte 
dopo l’ossigenazione. (b) La curva sigmoide del legame dell'O) all’Hb 
(in viola) è composta dalla curva di legame iperbolica dello stato R - 
(in rosso) e dalla curva di legame dello stato T, sempre iperbolica 
(in blu): essa si avvicina a quella dello stato T a bassa pO; e diventa 
più simile a quella dello stato R ad alta pO.. 


Senza una dimostrazione diretta che l’Hb segue real- 
mente la via postulata durante il cambio di confor- 
mazione, il meccanismo di Perutz deve essere consi- 
derato almeno in parte congetturale. Sfortunatamen- 
te, i metodi fisici che possono seguire le modificazio- 
ni dinamiche delle proteine non sono in grado, oggi, 
di fornire una descrizione dettagliata di questi feno- 
meni. Certi aspetti del meccanismo di Perutz sono 
però suffragati da misure statistiche (paragrafo 9.3). 


I ponti salini C-terminali sono necessari 
per la stabilità dello stato T 


Le funzioni proposte per i ponti salini nella re- 
gione C-terminale, cioè l’effetto stabilizzante sullo sta- 
to T dell’Hb, sono state confermate da esperimenti 
di modificazione chimica dell’Hb umana. La rimo- 
zione del residuo C-terminale Arg i4ia (trattando 
la catena a isolata con carbossipeptidasi e ricostruen- 
do il tetramero) riduce drasticamente la cooperativi- 
tà del legame dell’ossigeno (la costante di Hill diven- 
ta 1,7; il valore normale è 2,8). La cooperatività viene 
abolita completamente se viene rimosso anche l’al- 
tro residuo terminale, l’His 1468 (la costante di Hill 
diventa uguale a 1). Apparentemente, in assenza dei 
ponti salini dei suoi residui C-terminali, lo stato T 
dell’Hb diventa instabile. La deossiHb umana privata 
dei suoi residui C-terminali cristallizza in una forma 
molto simile a quella della ossiHb umana normale. 
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La tensione del legame Fe—0, 
è stata dimostrata spettroscopicamente 


Se il movimento del Fe nel piano dell’eme, in 
seguito all’ossigenazione, è accoppiato meccanicamen- 
te mediante l’His prossimale alla transizione T-—> R, 
forzando l’Hb nella conformazione T dobbiamo eser- 
citare una tensione sul Fe attraverso l’His prossimale 
che tende a buttare il Fe fuori dal piano dell’eme. 
Perutz dimostrò l’esistenza di questa tensione nel mo- 
do seguente. I sei gruppi fosforici dell’IHP rendono 
questa molecola più affine all’Hb del BPG (le basi strut- 
turali del legame del BPG all’Hb sono discusse nel 
paragrafo 9.2F); la presenza di IHP tende quindi a 
forzare l’Hb ad assumere la conformazione T. L’ossi- 
do di azoto (NO), invece, si lega all’Hb molto più for- 
temente dell’ossigeno e quindi tende a forzare l’Hb 
nello stato R. L’analisi spettroscopica ha potuto mo- 
strare le conseguenze del legame simultaneo all’Hb 
di NO e di IHP: 


1. L’NO, come ci si aspettava, spinge il Fe nel piano 


dell’eme. 

2. L’IHP forza la molecola dell’Hb nello stato T, che, 
mediante «gli ingranaggi e leve» che accoppiano 
le modificazioni conformazionali ai punti 3 e 4 
(vedi paragrafo precedente), spinge l’His prossi- 
male nella direzione opposta. 


Il legame tra l’His prossimale ed il Fe non riesce a 
resistere a queste due «irresistibili» forze contrarie 
e si rompe. Le osservazioni spettroscopiche di questo 
fenomeno confermano l’esistenza di una tensione 
eme-proteina, predetta dal meccanismo di Perutz. 


E. Origine dell'effetto Bohr 


L’effetto Bohr, il rilascio di H* in seguito al le- 
game di O, viene osservato anche quando l’Hb le- 
ga altri ligandi. Questo effetto deriva da variazioni 
di pK di alcuni gruppi, determinate da modificazioni 
del loro ambiente locale, che accompagnano la tran- 
sizione T — R dell’emoglobina. I gruppi coinvolti 
sono stati identificati da studi chimici e strutturali 
ed è stato valutato anche il loro contributo all’effetto 
Bohr. 

La reazione della subunità a dell’Hb con cianato 
porta alla carbammilazione specifica del suo grup- 
po amminico terminale (Fig. 9.21); quando questa su- 
bunità a carbammilata viene mescolata con subunità 
8, l’emoglobina che si ricostruisce manca del 20-30% 
del normale effetto Bohr. Si può capire la ragione 
di questa diminuzione confrontando la struttura del- 
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la deossiHb con quella della deossiHb carbammilata. 
Nella deossiHb, uno ione CI- si lega tra il gruppo 
amminico terminale della Val 10, ed il gruppo gua- 
nidinico dell’Arg 1410; (il residuo C-terminale; Fig. 
9.180). Questo ione Cl- è assente nella deossiHb car- 
bammilata ed è anche assente nello stato R normale, 
in quanto i residui C-terminali non sono tenuti bloc- 
cati in una posizione da ponti salini (l’origine del 
legame preferenziale dello ione C1- da parte del- 
la deossiHb; paragrafo 9.1C). I gruppi amminici 
N-terminale delle catene polipeptidiche hanno di so- 
lito un valore di pK intorno a 8,0. Nella subunità « 
della deossiHb, il gruppo amminico N-terminale è in- 
fluenzato elettrostaticamente dalla vicinanza dello io- 
ne CIT e la sua carica positiva tende ad aumentare 
legando più saldamente il protone (cioè aumenta il 
suo valore di pK). Poiché al pH del sangue (pH = 
7,4), i gruppi amminici sono solo parzialmente cari- 
chi, questo spostamento del valore di pK determina 
un incremento della capacità di legare protoni dello 
stato T rispetto allo stato R. 

Anche le catene 8 dell’Hb contribuiscono all’effet- 
to Bohr. La rimozione del suo residuo C-terminale, 
’His 1468, riduce l’effetto Bohr del 40%. Nella deos- 
siHb normale, l’anello imidazolico dell’His 1466 si as- 
socia con il gruppo carbossilico deprotonato del resi- 
duo di Asp 948 nella stessa subunità (Figg. 9.18b e 
9.19) formando un ponte salino che è invece assente 
nello stato R. Misure di NMR protonica hanno dimo- 
strato che la formazione di questo ponte salino au- 
menta il valore di pK del gruppo imidazolico da 7,1 
a 8,0. Questo effetto conferma la partecipazione del- 
l’His 1468 all’effetto Bohr. 

Circa il 30-40% dell’effetto Bohr resta non spiegabi- 
le. Probabilmente deriva da piccoli contributi di molti 
residui il cui ambiente risulta alterato dopo la transi- 
zione R —= T dell’emoglobina. Molte evidenze di- 
verse suggeriscono che l’His 1220, l’His 1438 e la Lys 
828 possono avere questa funzione. 


(0) ue (0) 

IO_ I 
R_NH, + C=N R_NH—-CT—-NH, 
Gruppo Cianato Gruppo amminico 
amminico terminale 
terminale carbammilato 


Figura 9.21 La reazione del cianato con la forma non protonata (nu- 
cleofilica) dei gruppi amminici primari. A pH fisiologico, i gruppi 
amminici N-terminali, che hanno un pK di circa 8, reagiscono facil- 
mente con il cianato. Il gruppo amminico £ della Lys (pK di circa 
10,8) è in queste condizioni completamente protonato e non può 
reagire con il cianato. 
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F. Basi strutturali del legame del BPG 


Il BPG fa diminuire l’affinità dell’emoglobina 
per l’ossigeno legandosi preferenzialmente al suo sta- 
to deossi (paragrafo 9.1D). Il legame del BPG, che 
contiene ben quattro cariche negative, all’Hb viene 
reso più debole dalla concentrazione salina; questo 
fatto suggerisce che l’associazione BPG-Hb sia di ca- 
rattere ionico. Questa ipotesi è suffragata dall’anali- 
si ai raggi X della struttura del complesso deossiHb- 
BPG; questa indagine ha rivelato che il BPG si lega 
nella cavità centrale della deossiHb (Fig. 9.22). I grup- 


Figura 9.22 Il legame del BPG alla deossiHb, visto dal basso lungo 
il doppio asse di simmetria della molecola (la stassa vista della Fig. 
9.13a). Il BPG (in rosso) si lega, con i suoi cinque gruppi anionici, 
nella cavità centrale della deossiHb dove è circondato da otto cate- 
ne cationiche disposte in cerchio (in blu) che si estendono al di 
fuori delle due subunità 8. Nello stato R, la cavità centrale diventa 
troppo stretta per contenere il BPG (Fig. 9.135). La disposizione dei 
ponti salini e dei legami idrogeno tra le subunità ar e 82 che stabi- 
lizzano lo stato T (Figg. 9.186 e 9.19) è indicata in basso a destra. 
(Copyright © Irving Geis.) 


pi anionici sono alla giusta distanza per formare le- 
gami idrogeno e ponti salini con i residui cationici 
Lys EF6(82), His H21(143), His NA2(2) e i gruppi am- 
minici N-terminali di entrambe le subunità 8 (Fig. 
9.22). Nella transizione T —> R, le due eliche H ten- 
dono ad avvicinarsi, restringendo la cavità centrale 
(confrontate le Fig. 9.130 e 9.13b): questo movimen- 
to espelle il BPG dal suo sito. Viene ad aumentare 
anche la distanza tra i gruppi amminici N-terminali 
delle subunità 8, impedendo la formazione di lega- 
mi idrogeno con i gruppi fosforici del BPG. Questo 
composto stabilizza quindi lo stato T mediante la 
formazione di legami trasversali tra le subunità 6. 
Questi nuovi legami spostano l’equilibrio T-->R 
verso lo stato T, abbassando l’affinità dell’Hb per 
l’ossigeno. 

La struttura del complesso deossiHb-BPG ci dice 
anche perché l’emoglobina fetale (HbF) ha una ri- 
dotta affinità per il BPG, rispetto all’HbA (paragrafo 
9.1D). Il residuo cationico His H21(143)8 dell’HbA è 
sostituito da un residuo scarico di Ser nelle catene 
y (catene che sostituiscono le catene 8) dell’HbF, eli- 
minando una coppia di interazioni ioniche necessaria 
a stabilizzare il complesso deossiHb-BPG (Fig. 9.22). 


3. EMOGLOBINE ANORMALI 


Le emoglobine mutanti hanno rappresentato 
una opportunità unica per lo studio delle relazioni 
tra struttura e funzione nelle proteine, in quanto l’Hb 
è la sola proteina a struttura nota con un grande nu- 
mero di varianti ben caratterizzate. 

L’esame di individui con disabilità fisiologiche, in- 
sieme ad un’indagine condotta routinaria mediante 
elettroforesi di campioni di sangue di questi pazien- 
ti, ha portato alla scoperta di più di 400 emoglobine 
mutanti. Circa il 95% di queste varianti derivano dalla 
sostituzione di un singolo amminoacido in una cate- 
na globinica. 

In questo paragrafo esamineremo la natura di que- 
ste emoglobinopatie. Le malattie caratterizzate da 
un difetto di sintesi di catene globiniche, le talasse- 
mie, sono trattate nel paragrafo 33.2G. 


A. Patologia molecolare dell'emoglobina 


L'effetto fisiologico della sostituzione di un am- 
minoacido nell’Hb può essere classificato in molti ca- 
si in base alla localizzazione della sostituzione nella 
molecola. 
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1. Sostituzione di residui sulla superficie 


Un cambio nei residui sulla superficie è di soli- 
to innocuo in quanto molti di questi residui non han- 
no specifici ruoli funzionali (sebbene l’Hb delle cellu- 
le falciformi, 1'HbS, rappresenta un’eccezione a que- 
sta regola; paragrafo 9.3B). Per esempio, L’HbE [Glu 
B8(26)8 —> Lys], Hb umana mutante più comune 
dopo l’HbS (circa il 10% della popolazione del Sud- 
Est asiatico ha questo tipo di emoglobina) non pre- 
senta manifestazioni cliniche evidenti né in eterozi- 
goti, né in omozigoti. Circa la metà delle emoglobine 
mutanti conosciute sono di questo tipo e sono state 
scoperte accidentalmente durante lo screening di va- 
sti gruppi di popolazioni. È stato stimato che un in- 
dividuo ogni ottocento ha una emoglobina variante. 


2. Sostituzione di residui interni alla molecola 


[344] Sostituendo un residuo interno si viene spesso 
a destabilizzare la molecola dell’Hb. I prodotti di de- 
gradazione di queste emoglobine, in particolare quelli 
del gruppo eme, formano precipitati granulari (cor- 
pi di Heinz) che vengono assorbiti idrofobicamente 
dalla membrana cellulare dell’eritrocita. La permea- 
bilità della membrana aumenta, determinando una 
lisi prematura. I portatori di emoglobine instabili sof- 
frono di un’anemia emolitica di varia gravità. 
La struttura dell’Hb è così delicatamente bilanciata 
che piccole modificazioni strutturali possono renderla 
non più funzionante. Ciò può succedere mediante un 
indebolimento dell’associazione eme-globina o come 
conseguenza di un’altra modificazione conformazio- 
nale. Il gruppo può essere rimosso abbastanza facilmen- 
te dalla tasca idrofobica in cui è immerso. È quanto 
accade nell’Hb Hammersmith (le varianti dell’emoglo- 
bina vengono spesso chiamate con il nome della locali- 
tà in cui sono state scoperte) in cui il residuo di Phe 
CD1(42)8, un residuo invariante che giace nella tasca 
dell’eme (vedi Figg. 9.12 e 9.15) È stato sostituito con 
un residuo di Ser. L’apertura che si viene a creare con- 
sente l’ingresso di acqua nella tasca dell’eme e il grup- 
po eme, idrofobico, può essere facilmente rimosso dal- 
la sua sede. Nell’Hb Bristol, la sostituzione della Val 
E11(67)8, che occlude parzialmente la tasca dell’O;, 
con Asp pone un residuo polare in contatto con il grup- 
po eme. Questa mutazione indebolisce il legame del- 
l’eme alla proteina, probabilmente facilitando l’acces- 
so dell’acqua nell’interno idrofobico delle subunità. 
L’Hb può essere destabilizzata dalla distruzione di 
elementi della sua struttura secondaria, terziaria o 
quaternaria. L’instabilità dell’Hb Bibba deriva dalla 
sostituzione del residuo di Leu H19(136)a con un re- 


siduo di Pro che rompe l’a-elica. Analogamente, l’in- 
stabilità dell’Hb Savannah è determinata dalla sosti- 
tuzione del residuo altamente conservato di Gly 
B6(24)8 con una Val; la posizione in cui è avvenuta 
la mutazione è sull’elica B nel punto in cui incrocia 
l’elica E e non vi è spazio sufficiente per una catena 
laterale più grande di un atomo di idrogeno (Fig. 9.13 
e Fig. 9.11, dove il residuo di Gly B6 è il residuo 25). 
I contatti &-B, sono relativamente stabili in condi- 
zioni fisiologiche, ma possono dissociarsi dopo una 
alterazione strutturale. Un esempio è 1’Hb Philly in 
cui la Tyr C1(35)a, che partecipa alla formazione del- 
l’intreccio di legami idrogeno che mantiene unite le 
interfacce 01-8:, è stata sostituita da una Phe. 


3. Modificazioni che stabilizzano 
la metaemoglobina 


Modificazioni a livello del sito che lega l’O, che 
stabilizzano l’eme nello stato di ossidazione con il 
Fe(IM) eliminano la capacità di legare ossigeno della 
subunità alterata. Queste metaemoglobine sono in- 
dicate con la sigla HbM e la patologia viene detta 
metaemoglobinemia. Gli individui con questa ma- 
lattia hanno di solito un pelle bluastra, una condizio- 
ne detta cianosi, che deriva dalla presenza di deos- 
siHb nelle loro arterie. 

Tutte le metaemoglobine conosciute derivano da 
sostituzioni che procurano al Fe un ossigeno anioni- 
co sotto forma di ligande. Nell’Hb Boston, la sostitu- 
zione dell’His E7(58)a (l’His distale) con una Tyr por- 
ta alla formazione di un complesso in cui il Fe ha 
lo stato di ossidazione (III) e la quinta coordinazione 
è con l’ossigeno dello ione fenolato del mutante Tyr 
E7, spostando l’anello imidazolico dell’His F8(87) dal- 
la posizione di ligande apicale (Fig. 9.23a). Nell’Hb 
Milwaukee, il gruppo carbossilico y, del Glu che rim- 
piazza la Val E11(67)B, forma una coppia ionica con 
il Fe(IIl) a livello della quinta coordinazione (Fig. 
9.23b). Sia lo ione fenolato che lo ione glutammato 
in queste emoglobine stabilizzano il Fe allo stato di 


ossidazione (III) e la metaemoglobina reduttasi non 


x 


è in grado di riconvertirlo nella forma Fe(Il. 

Gli individui con HbM hanno un aspetto cianotico 
ed il loro sangue ha un colore simile alla cioccolata, 
anche quando le subunità normali sono nella forma 
ossigenata. Nel Nord del Giappone questa condizio- 
ne, detta «bocca nera» è nota da secoli; essa è causata 
dalla presenza dell’HbM Iwate [His F8(87)a —> Tyrl. 
Le metaemoglobine hanno una costante di Hill di circa 
1,2. Ciò indica che la cooperatività in queste moleco- 
le è ridotta, anche se l’HbM, che può legare un mas- 
simo di due molecole di ossigeno, può avere un valo- 
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Figura 9.23 Mutazioni che stabilizzano lo stato di ossidazione Felil!) 
dell’eme: (a) alterazioni nella tasca dell’eme della subunità a per sosti- 
tuzione della His E7(58)a con una Tyr nell’Hb Boston. Lo ione fenola- 
to della proteina mutante diventa il quinto legame di coordinazione 
dell'atomo di Fe, spiazzando l’His prossimale [F8(87)a]. (PERUTZ, M.F., 
Putsinetti, P.D. e NaGEL, R.L., Proc. Natl. Acad. Sci., 70, p. 3872, 
1973.) (b) La struttura della tasca dell'eme della subunità 8 nell’Hb 
Milwaukee [Val E11(67)8 —— Glu]. Il gruppo carbossilico del resi- 
duo di Glu forma una coppia ionica con l'atomo di ferro del gruppo 
eme e stabilizza lo stato di ossidazione Fellll). (Fonte: PerUTZ, M.F., 
Putsinetti, P.D. e RANNEY, H.M., Nature, 237, p. 260, 1972.) 


re massimo di costante di Hill pari a due (le catene 
non modificate restano funzionali). Sorprendentemente 
l’eterozigote per l’HbM, che ha in media una catena 
8 per molecola di Hb funzionale, non presenta appa- 
renti problemi fisici. Evidentemente, la quantità di 
O; rilasciata ai tessuti nei capillari è vicino alla nor- 
malità. Le forme omozigoti di HbM sono sconosciute: 
questa condizione non è quindi compatibile con la vita. 


4. Sostituzioni all’interfaccia @1-82 


Le sostituzioni a livello dei contatti a;-83 inter- 
feriscono molto spesso con le modificazioni della strut- 
tura quaternaria dell’emoglobina. Molte di queste 
emoglobine mutate hanno un’affinità per l’ossigeno 
aumentata e quindi ne rilasciano nei tessuti quantità 
inferiori alla norma. Gli individui portatori di queste 
emoglobine tendono a compensare i difetti che deri- 
vano dalle anomalie dell’Hb aumentando la concen- 
trazione di eritrociti nel sangue. Questa condizione, 
detta policitemia, genera nei pazienti un colorito 
rossastro. Alcune sostituzioni amminoacidiche nel- 
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l’interfaccia &1-82 portano ad una riduzione dell’af- 
finità per l’ossigeno. Gli individui con queste forme 
di Hb sono cianotici. 

Le sostituzioni amminoacidiche nelle interfacce 
21-82 possono cambiare la stabilità relativa dello sta- 
to T o dello stato R, alterando quindi l’affinità della 
proteina per l’ossigeno. Per esempio, la sostituzione 
del residuo di Asp G1(99)8 con His nell’Hb Yakima 
elimina un legame idrogeno a livello dei contatti 
1-8» che stabilizza lo stato T dell’Hb (Fig. 9.170). 
L’anello imidazolico inserito nella catena agisce co- 
me un cuneo che allontana le subunità e le spinge 
verso lo stato conformazionale R. Questa modifica- 
zione sposta l’equilibrio T== R quasi completamente 
verso la forma R; l’emoglobina Yakima ha quindi 
un’aumentata affinità per l’ossigeno (pso = 12 torr 
in condizioni fisiologiche, invece di 26 torr dell’Hb A) 
e manca completamente del fenomeno cooperativo 
(la costante di Hill è uguale a 1). Al contrario, la sosti- 
tuzione dell’Asn G4(102)8 con un residuo di Thr 
nell’Hb Kansas elimina un legame idrogeno che sta- 
bilizza lo stato conformazionale R (Fig. 9.17b) e quindi 
questa Hb variante rimane nello stato T anche dopo 
il legame dell’ossigeno. L’Hb Kansas ha una bassa af- 
finità per l’ossigeno (pso = 70 torr) ed una bassa coo- 
peratività (costante di Hill = 1,3). 


B. Basi molecolari dell’anemia 
a cellule falciformi 


Le varianti più pericolose sono presenti in un 


li pui 
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Figura 9.24 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di deos- 
siHbS che stanno uscendo da un eritrocita rotto. (Per gentile conces- 
sione di Robert Josephs, University of Chicago.) 


Figura 9.25 Fibre di deossiHb del diametro di 220 À: (a) fotografia 
al microscopio elettronico di una fibra colorata in negativo. Il disegno 
interpretativo di fianco mostra la disposizione delle catene interne 
ed esterne. Le sfere rappresentano le molecole di HbS. Ogni strato 
della fibra occupa 64 À e si avvolge sull'asse con passo di 350 À. 
{Per gentile concessione di Stuart Edelstein, Università di Ginevra.) 
(b) Disegno di una sezione trasversale della fibra che mostra l’appaia- 
mento e la polarità delle 14 catene; le catene con colori diversi sono 
antiparallele. 
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numero molto piccolo di individui, in molti dei quali 
la mutazione ha avuto apparentemente origine. Pe- 
rò, circa il 10% dei neri nordamericani e quasi il 25% 
di quelli africani sono eterozigoti per l’emoglobina 
delle cellule falciformi (HbS). L’HbS deriva come 
abbiamo visto nel paragrafo 6.3A, dalla sostituzione 
di un residuo idrofilico della superficie della protei- 
na, il Glu A3(6)8, con un residuo idrofobico, una Val 
(Fig. 9.13). La prevalenza dell’HbS risulta dalla prote- 
zione che hanno gli eterozigoti nei confronti della 
malaria. 

Gli omozigoti presenti negli Stati Uniti sono circa 
50 000 e sono colpiti da anemia emolitica, dolori, de- 
bilitazione e blocchi del flusso sanguigno, in alcuni 
casi fatali, per effetto della forma irregolare e la rigi- 
dità degli eritrociti, caratteristiche tipiche di questa 
malattia. 


Le fibre di HbS sono stabilizzate da contatti 
intermolecolari tra la Val 86 ed altri residui 


L’assunzione della forma a falce degli eritrociti 
con HbS (Fig. 6.41b) risulta dall’aggregazione (poli- 
merizzazione) della deossiHbS sotto forma di fibre ri- 
gide che si estendono per tutta la lunghezza della cel- 
lula (Fig. 9.24). Le fotografie al microscopio elettro- 
nico hanno potuto stabilire che queste fibre hanno 
un diametro di circa 220 À ed una forma di corda 
a sezione ellittica, costituita da 14 catene di molecole 
di HbS associate in coppie parallele, impaccate in mo- 
do esagonale e con un avvolgimento elicoidale (Figg. 
2.25 e 9-26a). 

Le relazioni strutturali tra le molecole di HBS nella 
coppia di catene di HbS parallele sono state identifi- 
cate mediante analisi cristallografiche ai raggi X del- 
la deossiHbS. Quando i cristalli della proteina furono 
studiati per la prima volta, non era ancora chiaro 
se i contatti intermolecolari identificati nel cristallo 
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Figura 9.26 La struttura della fibra di deossiHb. (a) La disposizione 
delle molecole di deossiHbS nelle fibre. (Copyright © Irving Geis.) 
(b) Rappresentazione schematica che mostra i contatti intermolecolari 
nelle strutture cristalline della deossiHb. | residui indicati in bianco 
sono implicati nella formazione dei contatti. Notate che l’associazio- 
ne con la subunità 8, avviene solo se è presente il residuo mutante 
Val 68; La Val 68 della subunità B1 è libera. (Fonte: WISHNER, B.C., 


erano gli stessi presenti nelle fibre. L'osservazione 
successiva che le fibre di HbS si convertono lenta- 
mente nei cristalli, con piccolissime differenze nella 
diffrazione dei raggi, conferma che i cristalli sono 
simili strutturalmente alle fibre. La struttura delle 
fibre di HbS è costituita da filamenti doppi di mole- 
cole di HbS ed i diversi contatti intermolecolari che 
formano queste organizzazioni sono riportati nella 
Fig. 9.26b. Soltanto uno dei due residui di Val 68 per 
molecola di HbS forma contatti con la molecola vici- 


WARD, K.B, LatTMAN, E.E. e Love, W.E., /. Mol. Biol., 98, p. 192, 
1975.) (A La val 68 mutante si adatta alla tasca idrofobica formata 
principalmente dalla Phe 85 e dalla Leu 88 della subunità #1 a- 
diacente. Questa tasca, che è localizzata tra le eliche E ed F alla 
periferia della tasca dell’eme, è quasi assente nell’ossiHb ed è troppo 
piccola per contenere la catena laterale della Val 68. (Copyright © 
Irving Geis.) 


na. In queste interazioni, la catena laterale della Val 
viene ad occupare una tasca idrofobica superficiale 
presente sulla subunità 8 della molecola adiacente. 
Questa tasca è assente nell’ossiHb ed è troppo piccola 
per contenere la catena laterale del Glu 86 dell’HbA, 
anche se essa non è idrofilica (Fig. 9.26c). Gli altri 
contatti coinvolgono residui che sono presenti anche 
nell’HbA e cioè l’Asp 738 e il Glu 23a (Fig. 9.26b). 
Il fatto che l’HbA non possa formare fibre anche ad 
alta concentrazione conferma che i contatti generati 
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dalla Val 86 sono essenziali per la comparsa delle 
fibre. 

L’importanza degli altri contatti intermolecolari per 
l’integrità strutturale delle fibre di HbS è stata dimo- 
strata studiando gli effetti di altre emoglobine mu- 
tanti sulla polimerizzazione dell’HbS. Per esempio, 
l’emoglobina Harlem, che ha una doppia mutazione 
(Glu 68 ——> Val+ Asp 738 —> ASn) necessita di con- 
centrazioni più elevate per iniziare la polimerizza- 
zione rispetto alla HbS (Glu 68 ——> Val); analogamen- 
te miscele di HbS e di Hb Korle-Bu (Asp 738 —> Asn) 
formano fibre meno facilmente che miscele equiva- 
lenti di HbS e di HbA. Questa osservazione suggeri- 
sce che l’Asp 738 occupi un sito di contatto impor- 
tante nelle fibre di HbS (Fig. 9.26b). Il fatto che tetra- 
meri ibridi di subunità a ottenute dall’Hb Memphis 
(Glu 230 —=> GIn) e di subunità B dell’HbS polime- 
rizzino meno facilmente dell’HbS indica che anche 
il Glu 238 partecipa alla formazione delle fibre di 
HbS (Fig. 9.265). Gli altri residui scritti in negativo 
nella Fig. 9.265 sono pure implicati nelle interazioni 
da cui deriva la forma di falce delle cellule. 


L’inizio della polimerizzazione dell’HbS 
è un processo complesso 


La polimerizzazione dell’HbS, sia in soluzione 
che all’interno del globulo rosso, ha una temporalità 
insolita. Una soluzione di HbS può essere portata a 
polimerizzare (questo processo viene detto anche ge- 
lificazione) abbassando la pO-, aumentando la con- 
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Figura 9.27 Polimerizzazione della deossiHbS in funzione del tem- 
po. (a) Il grado di polimerizzazione valutato calorimetricamente (in 
giallo) ed otticamente (in viola). La polimerizzazione della soluzione 
di deossiHbS alla concentrazione di 0,233 g/ml viene iniziata da un 
rapido aumento della temperatura da 0 °C, a cui l'HbS è solubile, 


centrazione di HbS oppure la temperatura. Dopo aver 
raggiunto le condizioni di gelificazione, c’è un certo 
ritardo che può andare da qualche millisecondo a gior- 
ni: durante questo tempo non si formano fibre. Sol- 
tanto dopo questo periodo di ritardo cominciano ad 
apparire le fibre e la polimerizzazione viene com- 
pletata in circa la metà del tempo di ritardo (Fig. 
9.27a). 

William Eaton e James Hofrichter hanno scoperto 
che il tempo di ritardo, ta, ha una dipendenza dalla 
concentrazione descritta dall’equazione 


ARC) 
ta Cs 


= [9.13] 


dove c; è la concentrazione totale di HbS prima del- 
la gelificazione, cs è la solubilità dell’HbS misurata 
dopo che si è completata la gelificazione e k ed n 
sono costanti. L’analisi grafica di questi dati stabili- 
sce che k è circa uguale a 10-7s7! e che n sta tra 
30 e 50 (Fig. 9.27b). Questo è un risultato molto inte- 
ressante: nessun altro processo in soluzione si avvici- 
na ad una dipendenza dalla concentrazione elevata 
alla trentesima potenza. 

L’equazione [9.13] sta per un meccanismo in due 
fasi: 


1. Per prima cosa, le molecole di HbS si aggregano 
sequenzialmente formando un nucleo costituito 
da m molecole di HbS (Fig. 9. 280): 


HbS="(HbS), =="(HbS)}}=- - -==(HbS),,—>crescita 


(6) 
10 

=> 1 
n 
£ 
E 
2 0.1 
n Pendenza = 30 

0,01 

0.001 

1,30 1.35 1,40 
log Ct 


a 20 °C; tgè il ritardo nel tempo. (b) Un grafico doppio logaritmico 
che mostra la dipendenza del ty dalla concentrazione per la polime- 
rizzazione della deossiHbS a 30 °C. La pendenza della retta è circa 
30. [Fonte: HOFRICHTER, }., Ross, P.D. e EATON, W.A., Proc. Nati. Acad. 
Sci., 71, p. 4865, 1974.) 
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(a) Nucleazione omogenea 


(b) Nucleazione eterogenea 


Crescita di aggregati de 
—————————_—— _termodinamicamente——____—__—_—_—_——_—_—T_—>»— critico 
instabili 


Figura 9.28 Il doppio meccanismo di nucleazione della polimerizza- 
zione della deossiHbS: (a) l'aggregazione iniziale delle molecole di 
HbS (sfere) avviene molto lentamente in quanto questo processo è 
termodinamicamente sfavorito e quindi gli intermedi tendono a dis- 
sociarsi piuttosto che a crescere. Una volta che l’aggregato raggiunge 
una certa dimensione, il nucleo critico, la sua crescita diventa termo- 
dinamicamente favorevole, determinando una rapida formazione del- 
la fibra. (b) Ogni fibra può nucleare la crescita di altre fibre, aumen- 
tando molto la velocità del processo di formazione delle fibre. (Fonte: 
FERRONE, F.A., HOFRICHTER, ]. e EATON, W.A., /. Mol. Biol., 183, p. 
614, 1985.) 


Gli aggregati prenucleari sono instabili e si decom- 
pongono facilmente, ma una volta che il nucleo 
si è formato, assume una struttura stabile e si al- 
lunga rapidamente generando le fibre di HbS. 

2. Quando la fibra si è formata, essa può nucleare 
la crescita di altre fibre (Fig. 9.28b). Le nuove fi- 
bre nucleano la crescita di altre fibre e così via; 
il processo diventa quindi autocatalitico. 


Il processo di nucleazione omogenea iniziale 
{che avviene in soluzione) è alla base della sua dipen- 
denza da alte concentrazioni di HbS , come indicato 
dall’equazione [9.13], mentre il processo di nuclea- 
zione eterogeneo (che avviene su una superficie — 
in questo caso quella di una fibra) è responsabile del 
rapido innesco della gelificazione (Fig. 9.270). 
L’ipotesi cinetica precedente suggerisce anche per- 
ché l’anemia a cellule falciformi è caratterizzata da 
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«crisi episodiche» causate dall’arresto del flusso san- 
guigno. Le fibre di HbS si dissolvono quasi istanta- 
neamente in seguito ad ossigenazione e nel sangue 
arterioso queste strutture non sono presenti. Gli eri- 
trociti impiegano da 0,5 a 0,2 secondi per passare 
attraverso i capillari dove la deossigenazione rende 
1’HbS insolubile. Se il tempo di ritardo ta per la for- 
mazione della fibra è superiore al tempo di transito 
dei globuli rossi nei capillari, non ci sarà alcun bloc- 
co del flusso sanguigno (l’assunzione della forma a 
falce che avviene poi nelle vene danneggia però le 
membrane degli eritrociti). L’equazione [9.13] stabi- 
lisce che un piccolo aumento della concentrazione 
di HbS, c;, o una piccola diminuzione della solubili- 
tà dell’HbS, cs, causate da condizioni note per inne- 
scare le «crisi», come la disidratazione, la mancanza 
di ossigeno e la febbre, portano ad una diminuzione 
del valore di t4. Una volta che è avvenuto il blocco 
del flusso, la scarsità di ossigeno nel tessuto a valle 
e la riduzione del flusso del sangue complicano ulte- 
riormente la situazione. 

È stato costruito un modello della struttura dell’e- 
moglobina delle cellule falciformi, basato sulle coor- 
dinate atomiche dell’HbS prese dalla sua struttura cri- 
stallina ai raggi X e combinate con le cordinate mo- 
lecolari derivate dalla ricostruzione mediante micro- 
scopia elettronica della fibra. Questo modello spiega 
in gran misura l’azione delle 55 mutazioni puntifor- 
mi note che alterano la formazione della fibra. Il nu- 
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mero dei contatti intermolecolari diminuisce lungo 
il raggio della fibra fino a che a livello della periferia 
della fibra non vi sono più contatti assiali. Questo 
fenomeno può spiegare la limitata crescita radiale del- 
la fibra di HbS e suggerisce che questi meccanismi 
possono limitare il raggio di altre fibre elicoidali. Si 
pensa che effetti simili possano controllare il raggio 
della fibra di fibrina (paragrafo 34.14). 

L’ipotesi cinetica della formazione delle fibre di HbS 
ha profonde implicazioni cliniche che possono esse- 
re utili per il trattamento dell’anemia. Gli eterozigo- 
ti per l’HbS, il cui sangue contiene circa il 60% di 
HbA ed il 40% di Hbs, solo di rado presentano i sin- 
tomi tipici della forma omozigote. Il tempo di gelifi- 
cazione per l’Hb in queste cellule è circa 10% volte 
più grande di quello delle cellule di omozigoti. Quin- 
di, un trattamento dell’anemia a cellule falciformi che 
aumenti di questo fattore il valore del t4, che corri- 
sponde ad una diminuzione del rapporto c;/cs di 1,6 
volte, dovrebbe far scomparire i sintomi della malat- 
tia. Sono al momento in fase di studio tre diverse 
strategie terapeutiche al fine di aumentare il t4 e 
quindi inibire la gelificazione dell’HbS: 


1. La distruzione delle interazioni intermolecolari. 
Di particolare interesse sono alcuni oligopeptidi 
sintetici che sono stati studiati con l’aiuto della 
struttura ai raggi X dell’HbS che si legano stereo- 
specificamente alle regioni della molecola con i 
contatti intermolecolari. 

2. L’uso di agenti che aumentano l’affinità dell’emo- 
globina per l’ossigeno. Per esempio, la sommini- 
strazione di cianato determina la carbammilazio- 
ne dei gruppi amminici N-terminali dell’Hb (Fig. 
9.21). Questo trattamento elimina alcuni dei ponti 
salini che stabilizzano lo stato T (paragrafo 9.2A) 
e quindi aumenta l’affinità per l’O. dell’Hb. An- 
che se il cianato è molto efficace in vitro come 
agente «antifalce», il suo uso clinico è stato piutto- 
sto discontinuo a causa dei suoi effetti tossici col- 
laterali, formazione di cateratte e danni al siste- 
ma nervoso periferico, che derivano probabilmen- 
te dalla carbammilazione di altre proteine. 

3. Diminuzione della concentrazione di HbS (c;) ne- 
gli eritrociti. Gli agenti che alterano la permeabi- 
lità della membrana eritrocitaria in modo da per- 
mettere l’influsso di acqua sembrano prometten- 
ti a questo riguardo. 


La sostituzione dell’HbS con altre molecole di HbS 
sembra essere un’altra possibilità promettente. Gli 
omozigoti con elevati livelli di HbF nei loro globuli 
rossi, per esempio, hanno una forma relativamente 
meno grave dell’anemia a cellule falciformi. Questa 


osservazione ha portato a cercare agenti capaci di 
«innescare» la sintesi delle subunità y dell’HbF in pre- 
ferenza alle subunità 8 mutate dell’HbS. L’uso di va- 
sodilatatori (sostanze che dilatano i vasi sanguigni) 
per ridurre l’intrappolamento degli eritrociti a for- 
ma di falce nei capillari può essere un espediente per 
diminuire i sintomi della malattia. 


4. REGOLAZIONE ALLOSTERICA 


Una delle caratteristiche fondamentali della vi- 
ta è l’alto grado di controllo esercitato in quasi tutti 
i suoi processi. Un organismo è in grado di rispondere 
a modificazioni del suo ambiente, di mantenere comu- 
nicazioni intra ed extracellulari e di seguire un pro- 
gramma ordinato di crescita o di sviluppo, mediante 
una grande varietà di meccanismi di regolazione, che 
sono uno degli aspetti principali trattati in questo te- 
sto. La regolazione viene esercitata ad ogni livello di 
organizzazione nei sistemi viventi, dal controllo della 
velocità delle reazioni a livello molecolare, mediante 
il controllo dell’espressione dell’informazione geneti- 
ca a livello cellulare, al controllo del comportamento 
a livello dell’organismo. Non è quindi sorprendente 
che molte, se non tutte, le malattie siano causate da 
alterazioni nei processi biologici di controllo. 

La nostra esplorazione della struttura e della funzio- 
ne dell’emoglobina continua con una discussione teo- 
rica sulla regolazione del legame del ligande alla pro- 
teina attraverso interazioni allosteriche (dal greco: 
allos, altri + stereos, solido o spazio). Queste interazioni 
cooperative avvengono quando il legame di un ligan- 
de ad un sito specifico viene influenzato dal legame di 
un altro ligande, detto effettore o-modulatore, a li- 
vello di siti diversi (allosterici) nella proteina. Se i li- 
gandi sono identici, il fenomeno viene detto effetto 
omotropico, mentre se i ligandi sono diversi, viene 
detto effetto eterotropico. Questi effetti possono es- 
sere positivi o negativi a seconda che il ligande au- 
menti o diminuisca l'affinità del legame alla proteina. 

L’emoglobina, come abbiamo visto, presenta sia ef- 
fetti omotropici che eterotropici. Il legame dell’ossi- 
geno all’Hb determina un effetto omotropico positi- 
vo in quanto aumenta l’affinità dell'emoglobina per 
1°O:. AÌ contrario, il BPG, la CO, P'H* e il CI7 sono 
effettori eterotropici negativi del legame dell’Og 
all’Hb, in quanto diminuiscono la sua affinità per 
lO; (negativi) e sono chimicamente diversi dall’O, 
(eterotropici). L’affinità dell’Hb per l’O:, come abbia- 
mo visto dipende dalla sua struttura quaternaria. In 
generale, gli effetti allosterici derivano da interazioni 
tra subunità di proteine oligomeriche. 
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Anche se l’emoglobina non catalizza una reazione 
chimica, essa lega i suoi ligandi esattamente come 
fanno gli enzimi. Poiché un enzima non può cataliz- 
zare una reazione se non dopo avere legato il suo 
substrato (la molecola che subirà la reazione), la ve- 
locità catalitica dell’enzima varia con l’affinità del le- 
game del substrato. Il legame cooperativo dell’ossi- 
geno all’Hb viene quindi preso come modello per lo 
studio della regolazione allosterica dell’attività enzi- 
matica. In questo paragrafo prenderemo in esame 
alcuni modelli di regolazione allosterica che, nella 
maggior parte dei casi, sono stati formulati per spie- 
gare le proprietà del legame dell’O; all’Hb. Cerche- 
remo anche di confrontare questi modelli con il com- 
portameto reale dell’Hb. 


A. L'equazione di Adair 


La derivazione dell’equazione di Hill (paragra- 
fo 9.1B) parte dall’ipotesi del «tutto o niente». Lo stu- 
dio di molecole di emoglobina solo parzialmente os- 
sigenate portò Gilbert Adair, nel 1924, a proporre 
che il legame dei ligandi alle proteine avvenisse se- 
quenzialmente con costanti di dissociazione non ne- 
cessariamente uguali. L'espressione della funzione del- 
la saturazione in un modello di questo genere è facil- 
mente derivabile. 

Per una proteina come l’emoglobina con quattro 
siti di legame per ligandi, la sequenza di reazioni è 


E+S=ES k,=4K; 

ES4s = 66; kg=3/2K3 
ES+S==ES3 = k3=2/3K3 
ES3+S==ESy  ky=1/4K, 


dove le K; (dove i indica il numero di siti occupati) 
sono le costanti di dissociazione apparenti o ma- 
croscopiche, cioè le costanti di dissociazione di ogni 


CES;- JIS] 
i" es] [9.14] 
sito di legame per il ligande. Il termine k rappresen- 
ta le costanti di dissociazione intrinseche che corri- 
spondono alle costanti di dissociazione apparenti mol- 
tiplicate per i fattori statistici, 4, 3/2, 2/3 e 1/4, che 
indicano il numero di siti di legame per il ligande 
sulla molecola proteica. Il fattore statistico 4 deriva 
dal fatto che una proteina tetramerica E ha quattro 


siti di legame che possono formare il complesso ES 
(cioè, la concentrazione dei siti di legame è 4[E)), ma 
la proteina può dissociare il ligande soltanto da un 
sito per formare E (cioè la concentrazione di ligande 
legato è 1[E]); il fattore statistico 3/2 è il risultato di 
tre siti che possono legare il ligande per formare ES; 
e di due siti da cui ES, può dissociare il ligande per 
formare ES, e così via. In generale, per una proteina 
con n siti di legame equivalenti e i siti occupati da S: 


ki ra i[ES)] K; [9.15] 


_(m_i+ (ES; IIS! _ (nia 
i 


poiché (n-i+1)[ES;-] è la concentrazione di siti li- 
beri da ligande nell’intermedio ES;-; e i[ES;] è la 
concentrazione di ligande legato a ES;. Risolvendo se- 
quenzialmente per la concentrazione di ogni specie 
proteina-ligande in una proteina tetramerica, abbia- 
mo: 


[es]=[EJ[SI/K,  =4[E][S1/Kk; 


[ES,1=[ES][S1/Ks =3/2[ES][S]/k, = 60E][SP/Kk;ka 


[ES3]= [ES][S1/K3 =2/3(ES21[S1/k3 =4[El[SPk,kak3 
[ES4]=[ES31[S1/K4 = 1/4[(ES31[S1/k4 =[E1[S]#/Kkokgka 


La saturazione frazionale, la frazione di siti di lega- 
me per il ligande occupati, diviso per la concentra- 
zione totale di siti di legame, viene espressa da 


[ES]+ 2[ES-1+ 3[ES3]+4[ES,] 


7A tE1+(59]+ ES]+ este I 


Ss 


sostituendo e cancellando termini nell’equazione so- 
pra riportata, otteniamo 


[S]  s(sP, sisP_, Ist 
ri cala Rolla Rakakela (947 

, ASI GSF, dISP, [SÌ 

ki Kika kakokg kakokgka 


Questa è l'equazione di Adair per quattro siti di 
legame. Le equazioni che descrivono il legame di mo- 
lecole di ligande a proteine con un numero di siti 
diverso da quattro sono derivate in modo analogo. 

Se le costanti di dissociazione microscopiche dell’e- 
quazione di Adair non sono uguali, la curva della 
saturazione frazionale descriverà un legame di tipo 
cooperativo. Diminuendo o aumentando i valori di 
queste costanti andremo incontro ad una cooperati- 
vità rispettivamente di tipo positivo o di tipo negativo. 
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ky 


ki ko k 


; 3 
Soluzione (tor) (tor (torr) (tor) 
lesi — sc. 1a; sssi 
TETTE W ( —_w== -*-*>WTW(UWwvo.=rGrw e o ( EF[EEE5EE|m—|-«““ “ 
«Denudata» 8,8 6,1 0,85 0,25 
NaCl 0,1M 41 13 12 0,14 
BPG 2mM 74 112 23 0,24 
NaCl 0,1M+BPG 2mm 97 43. 119 0,09 


Fonte: Truma, I., mai, K. e SHimizu, K., Biochemistry, 12, p. 1493 (1973). 


I valori delle costanti microscopiche possono essere 
anche alternati, cioè kj<k2>k3<ks. 

Nella nostra discussione sulla curva di dissociazio- 
ne dell’O, dall’Hb (paragrafo 9.1B), abbiamo visto 
che i valori di k, e di k, possono essere ottenuti ana- 
lizzando l’asintoto inferiore e superiore del grafico 
di Hill sull’asse delle ascisse (log pO:). Le rimanenti 
costanti di dissociazione microscopiche possono esse- 
re determinate adattando l’equazione [9.17] al grafi- 
co di Hill. I valori di queste costanti di Adair per 
l’emoglobina sono riportati nella Tabella 9.2. Notate 
che k, è relativamente insensibile alla presenza di 
BPG. L’emoglobina lega il suo ultimo ossigeno e lo 
rilascia in modo pressoché indipendente dalla con- 
centrazione del BPG. 

Anche se l’equazione di Adair rappresenta la rela- 
zione più generale per descrivere il legame di un 
ligande ad una proteina ed è universalmente usata 
per questo scopo, non fornisce alcuna informazione 
sul perché le varie costanti di dissociazione micro- 
scopiche sono diverse l’una dall’altra. Se una protei- 
na è costituita da subunità identiche, correlate sim- 
metricamente, è importante conoscere come il lega- 
me di un ligande ad un sito influenza l’affinità del 
legame del ligande a livello degli altri siti sostanzial- 
mente identici. È necessario, per rispondere a questa 
domanda, sviluppare modelli di legame che possano 
spiegare come i siti di legame di una proteina oligo- 
merica abbiano un’affinità diversa. Nei paragrafi se- 
guenti sono descritti due di questi modelli. 


B. II modello simmetrico 


[353] Forse il modello più elegante per descrivere il 
legame cooperativo di un ligande ad una proteina 
è il modello simmetrico dell’allosterismo, svilup- 
pato nel 1965 da Jacques Monod, Jeffries Wyman e 
Jaen-Pierre Changeux. Questo modello, detto anche 
modello MWC, è definito dalle seguenti regole: 


1. Una proteina allosterica è un oligomero di proto- 
meri simmetricamente correlati (per l’emoglobi- 


L= (riesca isdn 


na, dovremmo assumere, per una maggiore sem- 
plicità algebrica, che tutte e quattro le subunità 
sono funzionalmente identiche). 

. Ogni protomero può esistere in (almeno) due stati 
conformazionali, chiamati T ed R; questi stati so- 
no in equilibrio sia che il ligande sia legato o no 
all’oligomero. 

3. Il ligande si può legare al protomero in qualsiasi 
conformazione. Soltanto il cambio conformaziona- 
le modifica l’affinità del protomero per il ligande. 

4. La simmetria molecolare della proteina viene con- 
servata durante il cambio conformazionale. I pro- 
tomeri devono quindi subire un cambio confor- 
mazionale in maniera concertata; ciò implica che 
la conformazione di ogni protomero sia limitata 
dall’associazione con gli altri protomeri; in altre 
parole, non vi sono oligomeri che contengano pro- 
tomeri nello stato T e nello stato R. 


Per un ligande S e una proteina allosterica costituita 
da n protomeri, queste regole implicano i seguenti 
equilibri per la conversione conformazionale e le rea- 
zioni di legame del ligande (per brevità consideria- 
mmo T;#TS; e R;=RS;. 


To = Ro 
Ro+tS== Ri 
Ri+tS== Ra 


Tot s== Ti 
Tit SsE= Ta 
[9.18] 


T,-1+ST==T Ra-1+1S== Rn 
Questi equilibri sono illustrati nella Fig. 9.29 per una 
proteina tetramerica. 

La costante di equilibrio L per l’interconversione 
conformazionale della proteina oligomerica in assen- 


x 


za di ligande è espressa da 


eo 


L= fra] 


[9.19] 


La costante di dissociazione microscopica per lo stato 
R, kr, che in base alla regola numero 3 è indipen- 
dente dal numero di legami legati allo stato R, viene 
espressa, secondo l’equazione [9.15], da 


9.20 
RI [9.20] 


L 
La costante di dissociazione microscopica per il lega- 
me del ligande allo stato T, kr, è espressa in modo 
analogo. La saturazione frazionale, Ys, per il legame 
di un ligande è 
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[9.21] 
_([R1+2[R2] +---+r0(R 1) +([TJ+2(T2]+---+n0T71) 
°° n{(Rol+[Rg1+--+[Ra1)+(1To]+[T:1+---+[T)} 
Dovremo ora definire a=[S]/kr; a può essere consi- 
derato una concentrazione del ligande normalizzata. 
Dovremo definire anche il rapporto tra le costanti 
di dissociazione del legame del ligande c = kg/kr; 
c aumenta con l’affinità del legame del ligande allo 
stato T, relativamente a quella allo stato R. Combi- 
nando poi la relazione precedente, come è mostrato 
nel paragrafo A dell’Appendice di questo capitolo, 
otteniamo l’equazione che descrive il modello sim- 
metrico dell’allosterismo per interazioni omotropiche: 


Protomeri Protomeri 
nello stato T nello stato R 
L 
nd 
To as Ro 


Figura 9.29 Le specie molecolari e le reazioni consentite dal modello 
simmetrico dell’allosterismo. | quadrati ed i cerchi rappresentano ri- 
spettivamente protomeri nello stato T e nello stato R. 


© 88-08-10538-5 


Ts (1+a)"+L(1+ ca)" 


[9.22] 


Notate che questa equazione dipende da tre parame- 
tri, a, c ed L, che sono, rispettivamente, la concen- 
trazione del ligande normalizzata, le affinità relative 
degli stati T ed R per il ligande e la stabilità relativa 
degli stati T ed R. Al contrario, l’equazione di Hill 
(paragrafo 9.1B) ha due parametri, XK e n mentre, nel- 
l’equazione di Adair, il numero di parametri è ugua- 
le al numero di siti di legame sulla proteina. 


Interazioni omotropiche 


Esaminiamo ora la natura del modello simme- 


trico ponendo in grafico l'equazione [9.22] per un 

tetramero (n=4) in funzione di a per diversi valori 

di L e di c (Fig. 9.30); risultano evidenti tre punti: 

1. Il grado di curvatura che queste curve sigmoidi 
esprimono nelle parti iniziali è un indice del loro 
livello di cooperatività. 

2. Quando solo lo stato R lega il ligande (c=0), la 
cooperatività del legame del ligande aumenta al- 
l'aumentare della preferenza conformazionale del- 
l’oligomero per lo stato T che non lega il ligande 
(L aumenta; Fig. 9.300). Per valori di L elevati, 
se si deve legare un solo ligande, esso deve «forza- 
re» la proteina ad assumere la conformazione R 
meno preferita. La necessità che tutti i protomeri 
modifichino la loro conformazione in modo con- 
certato, porta anche gli altri tre protomeri a di- 
ventare accessibili al ligande. Il legame del primo 
ligande promuove quindi il legame dei successi- 


vi, processo che rappresenta l’essenza dell’effetto 


omotropico positivo. Notate che la cooperatività 
e l’affinità del legame del ligande sono entità di- 
verse; infatti, per c = 0, le curve che mostrano 
un'alta affinità di legame del ligande (quelle con 
una bassa L) hanno una bassa cooperatività; nelle 
condizioni opposte è valido il contrario. 

3. Quando lo stato T è altamente preferito (L è gran- 
de), la cooperatività del legame del ligande au- 
menta all'aumentare dell’affinità relativa dello sta- 
to R rispetto allo stato T (c che diminuisce; Fig. 
9.30b). A basse concentrazioni di ligande (a bas- 
sa), la quantità di ligande legato (Y3) aumenta con 
l’affinità dello stato T, in quanto la proteina è in 
gran parte in questa conformazione. Come a au- 
menta, però, la quantità di ligande legato alla for- 
ma R intrinsecamente meno stabile supera quello 
dello stato T producendo un effetto cooperativo. 
L’energia libera del legame del ligande stabilizza 
lo stato R rispetto allo stato T. 


il i 
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Figura 9.30 Curve di saturazione 
di un tetramero secondo il modello 
simmetrico, in base all’equazione 
[9.22]: (a) variando L quando c è 
uguale a zero. (b) variando c quan- 
do L e uguale a 1000. (Fonte: 
MONOD, }., WrMman, J. e CHAN- 
ceuX, }.-P., f. Mol. Biol., 12, p. 92, 
1965.) 
Ys 0,5 


SubStrato 


Inibitore 


Figura 9.31 Nel modello simmetrico dell’aliosterismo, gli effetti ete- 
rotropici avvengono solo quando i substrati e gli attivatori si legano 
esclusivamente (o almeno preferenzialmente) allo stato R (a destra) 
e gli inibitori si legano esclusivamente (o almeno preferenzialmente) 
allo stato T (a sinistra). Il legame del substrato o l’attivatore all’oligo- 
mero facilita quindi l'ulteriore legame del substrato e dell’attivatore. 
Il legame dell’inibitore impedisce (o almeno inibisce) all’oligomero 
di legare il substrato o l’attivatore. 


Interazioni eterotropiche 


[355]Il modello simmetrico dell’allosterismo è pure 
in grado di spiegare gli effetti eterotropici. Assumen- 
do che ogni protomero abbia un sito di legame speci- 
fico ed indipendente per tre tipi di ligandi: un sub- 
strato S, che per semplicità si lega solo allo stato R 
(c=0), un attivatore, A, che anch'esso si lega solo 
allo stato R e un inibitore, I, che si lega solo allo 
stato T (Fig. 9.31). Mediante la derivazione riportata 
nel paragrafo B dell’Appendice a questo capitolo, ot- 
teniamo un’equazione più generale per il modello 
simmetrico che descrive le interazioni eterotropiche, 
come pure quelle omotropiche: 


Ys 0,5 


e= 0,04... 
"620,10 


0 1,0 2,0 
tr 


Figura 9.32 Gli effetti dell’attivatore allosterico (y) e dell’inibitore (6) 
sull'andamento della curva di saturazione frazionale del substrato (0) 
in base all’equazione [9.23] per i tetrameri. [Fonte: MONOD, ). Wr- 
MAN, }. e CHanGEUX, }.-P., /. Mol. Biol., 12, p. 94, 1965.) 


ni 
pa ae [9.23] 


{Par LED 
A+" 


dove a=[S]/kg, come in precedenza, e analogamen- 
te, B = [I1/k; e Y=[A]/ka. 

Notate che questa equazione differisce dall’equa- 
zione [9.22] quando c=0, per il fatto che il secondo 
termine al denominatore viene modulato da entità 
correlate alle concentrazioni di attivatore e di inibi- 
tore legati all’oligomero. 

La Fig. 9.32 riporta le conseguenze prodotte dal le- 
game di un effettore ad un tetramero che segue que- 
sto modello: 
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1, Il legame dell’attivatore (y>0) aumenta la concen- 
trazione dello stato R che lega il substrato (il se- 
condo termine al denominatore dell’equazione 
[9.23] diminuisce in quanto è l’unico stato capace 
di legare l’attivatore. La presenza dell’attivatore 
quindi aumenta l’affinità della proteina per il le- 
game del substrato (un effetto eterotropico positi- 
vo), anche se diminuisce il grado di cooperatività 
del legame del substrato (confrontate le curve 1 
e 2 nella Fig. 9.23). (Nota: Non c’è nulla nella deri- 
vazione dell’equazione [9.23] che differenzi i ruo- 
li del substrato e dell’attivatore, ognuno dei quali 
si lega alla proteina con un effetto omotropico po- 
sitivo e con un effetto eterotropico positivo l’uno 
nei confronti dell’altro.) 

2. La presenza dell’inibitore (8>O0), che si lega solo 
allo stato T, riduce l’affinità del legame del sub- 
strato (un effetto eterotropico negativo) aumen- 
tando la concentrazione dello stato T (il secondo 
termine al denominatore dell’equazione [9.23] au- 
menta). Poiché il substrato deve «lavorare più du- 
ramente» per convertire l’oligomero nello stato R 
che lega il substrato, l’inibitore aumenta la coo- 
peratività del legame del substrato (confrontate 
le curve 2 e 3 della Fig. 9.32), come pure quella 
del legame dell’attivatore. 


Il modello derivato ora è il più semplice. In un mo- 
dello simmetrico più realistico, ma algebricamente 
molto più complesso, tutti i tipi di ligandi si possono 
legare ad entrambe le conformazioni dell’oligomero. 
Non di meno il nostro modello dimostra che sia gli 
effetti omotropici che quelli eterotropici possono esse- 
re spiegati anche assumendo che la simmetria mole- 
colare dell’oligomero resti inalterata, senza che ci sia 
un’interazione diretta tra i ligandi. Nel paragrafo 
9.4D, confronteremo le predizioni teoriche del mo- 
dello simmetrico con il modello ricavato sperimen- 
talmente dal legame dell’ossigeno all’emoglobina. 


C. Il modello sequenziale 


Il modello simmetrico fornisce una ragionevo- 
le razionalizzazione delle proprietà del legame del 
ligande di molte proteine. Vi sono però diverse vali- 
de obiezioni nei confronti di questo modello. La prin- 
cipale di queste obiezioni sta nella difficoltà di crede- 
re che la simmetria oligomerica sia invariabilmente 
preservata in tutte le proteine e che non vi siano mai 
conformazioni ibride del tipo Rn-2T. Inoltre, sono 
noti molti esempi di effetti omotropici negativi e il 
modello simmetrico, che consente solo effetti omo- 
tropici positivi, non è in grado di spiegarli. 
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Il modello simmetrico implicitamente assume il mo- 
dello di Emil Fischer a «chiave-serratura» per il lega- 
me dei ligandi, in cui i siti di legame vengono consi- 
derati rigidi e complementari come forma al loro li- 
gande (Fig. 9.33, a sinistra). Una estensione più sofi- 
sticata di questa ipotesi, conosciuta come ipotesi del- 
l’adattamento indotto, postula che un’interazione 
flessibile tra ligande e proteina induca una modifica- 
zione conformazionale nella proteina stessa, che por- 
ta ad un aumento della sua affinità per il ligande 


Chiave-serratura Adattamento indotto 


Ligande 


Proteina 


Complesso 
proteina-ligande 


Figura 9.33 Nel meccanismo «chiave-serratura» per il legame di un 
ligande (a sinistra) viene assunto che le proteine abbiano un sito per 
il legame del ligande preformato, complementare nella forma a quel- 
la del ligande. Nel meccanismo dell'adattamento indotto, una protei- 
na non ha un sito di legame complementare in assenza del ligande 
(a destra). Il ligande induce invece un cambio conformazionale al 
sito di legame generando un'interazione complementare. 


Substrato 


Figura 9.34 Nel modello sequenziale dell’allosterismo, il legame del 
substrato allo stato T a bassa affinità induce un cambio conformazio- 
nale nella subunità senza ligande, che determina un aumento dell’af- 
finità della subunità per il substrato (un'’affinità intermedia tra quelle 
dello stato T e dello stato R). 


] 


[357][358] 
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Figura 9.35 Il legame sequenziale del ligande nel modello sequenzia- 
le dell’allosterismo. Ii legame del ligande induce cambi conformazio- 
nali nelle subunità; la modificazione maggiore avviene nelle subunità 
che hanno già legato il substrato. L'accoppiamento tra le subunità 
non deve essere necessariamente tanto forte da mantenere la simme- 
tria dell’oligomero, come nel modello simmetrico. 


(Fig. 9.33, a destra). La validità dell’ipotesi dell’adat- 
tamento indotto è stata confermata in molte protei- 
ne, mediante analisi strutturali ai raggi X. 

Daniel Koshland ha adottato l’ipotesi dell’adat- 
tamento indotto per spiegare gli effetti allosterici. Nel 
modello sequenziale o ad adattamento indotto, 
il legame del ligande induce una modificazione con- 
formazionale in una subunità; le interazioni coope- 
rative derivano dalle influenze che queste variazioni 
conformazionali hanno sulle subunità vicine (Fig. 
9.34). Se, per esempio, aumentano l’affinità per il li- 
gande in una subunità vicina, il legame del ligande 
diventa quindi cooperativo. La forza di queste inte- 
razioni dipende dal grado di accoppiamento meccani- 
co tra le subunità. Se l'accoppiamento è molto forte, 
le modificazioni conformazionali sono concertate e 
l’oligomero mantiene la sua simmetria (il modello sim- 
metrico). Con accoppiamenti più lievi, i cambi con- 
formazionali avvengono sequenzialmente, man ma- 
no che si lega il ligande (Fig. 9.35). L’essenza del mo- 
dello sequenziale sta nel fatto che l’affinità della pro- 
teina per il legame del ligande varia con il numero 
di molecole di ligande legate, mentre nel modello sim- 
metrico, questa affinità dipendeva solo dalla struttu- 
ra quaternaria della proteina. 

Il grado di accoppiamento tra le subunità di un oli- 
gomero dipende da come queste subunità sono orga- 
nizzate, cioè dalla simmetria della proteina. Nel mo- 
dello sequenziale, la saturazione frazionale ha una 
forma algebrica diversa per ogni simmetria dell’oli- 
gomero. La forma dell’equazione di Adair (equazio- 
ne [9.17] per un tetramero) dipende in modo analogo 
dal numero di subunità nella proteina. Infatti, il mo- 
dello sequenziale dell’allosterismo può essere consi- 
derato un’estensione del modello di Adair che forni- 
sce una razionalizzazione fisica per i valori delle sue 
costanti microscopiche, k;. 


D. Cooperatività dell'emoglobina 


La curva di saturazione frazionale dell’emoglo- 
bina viene fortemente approssimata sia dal modello 


simmetrico che dal modello sequenziale (Fig. 9.36). 
Le due curve non possono essere utilizzate per stabi- 
lire quale dei due sia corretto; è però interessante 
confrontare questi modelli con il modello meccanici- 
stico dell’emoglobina che abbiamo discusso nel para- 
grafo 9.2C. 

L’emoglobina non è composta da subunità identi- 
che, come richiede il modello simmetrico. Almeno 
in una prima approssimazione, le differenze funzio- 
nali delle subunità a e 8 dell’emoglobina molto simi- 
li tra loro possono essere trascurate (anche se le loro 
differenze strutturali sono essenziali per il meccani- 
smo molecolare della cooperatività dell’Hb). Fatta que- 
sta approssimazione, l’emoglobina segue il modello 
simmetrico, ma alcune proprietà sono tipiche invece 
del modello sequenziale (quanto dell’uno e quanto del- 
l’altro è ancora molto dibattuto). Il cambio confor- 
mazionale quaternario T —> R è concertato, come 
richiede il modello simmetrico. Il legame del ligande 
allo stato T causa piccole modificazioni della struttu- 
ra terziaria, come è predetto dal modello dell’adatta- 
mento indotto. Questo fenomeno è evidente nella 
struttura ai raggi X dell'emoglobina in cui le subuni- 


1,00 


Modello 
simmetrico 


; _ Modello 


0.75 ; 
sequenziale 


Yo, 0,50 


0,25 


log 202 


Figura 9.36 | modelli sequenziale e simmetrico dell’allosterismo pos- 
sono adattarsi ugualmente bene alla curva di dissociazione dell'O, 
dall’Hb. (Fonte: KosHLaAND, D.E., Jr., NÉMETHY, G. e Fimer, D., Bio- 
chemistry, 5, p. 382, 1966.) 
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tà a sono completamente ossigenate e le subunità 8 
sono invece deossigenate. Questa emoglobina solo par- 
zialmente saturata dal ligande resta nello stato T, ma 
gli atomi di Fe delle sue subunità a sono 0,15 À più 
vicino alla porfirina, che ha ancora una forma a cu- 
pola (questa distanza rappresenta circa il 25 % della 
distanza totale che il Fe percorre nella transizione 
T-—> R). Questi cambi di struttura terziaria sono 
responsabili della produzione di quella tensione che 
probabilmente innesca la transizione T-—> R. 


© 88-08-10538-5 


I modelli simmetrico e sequenziale sono spesso stru- 
menti indispensabili per definire il comportamento 
allosterico di una proteina. 

Se l’esperienza con l’Hb può essere considerata una 
guida, il meccanismo allosterico reale di una protei- 
na è sicuramente più complesso di questi modelli idea- 
li. Recenti risultati termodinamici suggeriscono che 
l’emoglobina ha tre e non due stati per il legame 
del ligande, ma le basi strutturali di questo modello 


* sono ancorà ignote. 


Derivazione delle equazioni del modello simmetrico 


dI 


arco ani di 


A. Interazioni omotropiche - Equazione [9.22] 
La saturazione frazionale ys per il legame del ligande è espressa da 


_ ([R;]+2[R21+---+n[R_])+((T:1+2[721+---+n(T,1) 


= 9.21 
r{([Rol+[R]+---+[Rn)+([Tol+[T]+---+[T,))} si 


s 


Definendo a=[S]/kg e c=kg/kr ed usando l’equazione [9.20] per’ sostituire 
[R,-;] per [R,] e così via, i termini racchiusi nelle prime parentesi al nume- 
ratore dell’equazione [9.21] vengono ridotti a 


[Rol na+2Mn Da, x ae 
2 n! 
È 2(n-1)a n(n- ila! 
=[Rolan Lig + ni 


=[Rolan(1+)"-! 


ed analogamente i termini nella prima parentesi del denominatore dell’equa- 
zione [9.21] diventano 


nla" 
nl 


1+na+---+ 


[Rol 


= rg] +0)" 


I termini nelle seconde parentesi del numeratore e del denominatore dell’e- 
quazione [9.21] assumono le seguenti forme 


[Tol([S]/kx)n(1+[S]/Kp"71= L[Rolcan(1+ ca)! 


[Tol(1+{[S]/Ky)"= LIR](1+ca)” 
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Di conseguenza, 


s [Rolar(1+a)"-'+L[Rolcan(1+ ca)! 
n{[Rol(1+ a)" +L[Rol(1+co)7) 


che dopo cancellazione di termini, rende l’equazione che descrive il modello 
simmetrico per le interazioni omotropiche: 


a(1+0)"71+Lca(1+ca)"71 
S=_——— .22 
3 (1+0)"+L(1+ca)" Lo 


B. Interazioni eterotropiche - Equazione [9.23] 


Per un oligomero che lega l’attivatore A ed il substrato S soltanto allo 
stato R e l’inibitore I soltanto allo stato T, la saturazione frazionale per il 
substrato Ys, la frazione di siti di legame del substrato occupati dal substra- 
to, viene espressa: 


I pedici i, j e k indicano i rispettivi numeri di S, di A e di I legati all’oligome- 
ro; cioè R;;=RS;A; e T.=TIx. Definendo poi a=[S]/kx e seguendo la deriva- 
zione usata prima per l’equazione [9.22], otteniamo 


p Rig) alta 


Ys= = 
(1+0)"+L' 


n b [Ro, à + 0"+ Ln 


sed, 
dove 


L'=% to] L Roy] 
K=0 j=0 


In analogia con la definizione di a, definiamo 8 come [11/k; e y come [A]/ka 
e seguendo ancora la derivazione dell’equazione [9.22], abbiamo 


p [Tx1=[To](1+6)" 
=0 


XL [Ro,;]=[Rool1+y)" 
j=0 
e quindi 


,_11+B)" 
(1+p" 


UT 
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L’equazione del modello simmetrico estesa in modo da includere gli effetti 
eterotropici diventa quindi: 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Il gruppo eme nella mioglobina e in ogni subu- 
nità dell'emoglobina lega reversibilmente l'O.,. Nella 
deossiHb, il Fe ha cinque coordinazioni impegnate con 
i quattro atomi di azoto pirrolici della protoporfirina 
IX e con un atomo di azoto dell’His prossimale. Dopo 
ossigenazione, l’O, occupa la sesta coordinazione del 
Fe(Il). La mioglobina ha una curva di saturazione fra- 
zionale iperbolica (costante di Hill=1); quella dell’e- 


. moglobina, invece, è sigmoide (n circa 2,8) come con- 


seguenza del suo legame cooperativo dell’ossigeno: l’Hb 
lega il suo quarto ossigeno con un’affinità 100 volte 
superiore a quella per il primo ossigeno. La variazio- 
ne dell’affinità per lO: con il pH, l’effetto Bohr, de- 
termina il rilascio dell’O, nei tessuti in risposta al 
legame di protoni liberati dall’idratazione della CO2 
a HCO7. L’Hb facilita il trasporto della CO», diretta- 
mente, legando la CO; sotto forma di carbammato 
al suo N-terminale, oppure indirettamente, aumen- 
tando la concentrazione di HCOz mediante l’effetto 
Bohr. La presenza di BPG negli eritrociti, che si lega 
soltanto alla deossiHb, modula ulteriormente l’affi- 
nità dell’Hb per l’Oz. L’adattamento in tempi brevi 
all’altitudine dipende dall’aumento della concentra- 
zione di BPG negli eritrociti, che a sua volta aumenta 
la quantità di ossigeno ceduto ai tessuti, diminuendo 
l’affinità dell’Hb per l’O2. 

Le subunità a e 8 dell’Hb sono costituite da sette 
o otto eliche consecutive organizzate in modo da for- 
mare una tasca idrofobica che circonda quasi com- 
pletamente il gruppo eme. Il legame dell’ossigeno spo- 
sta il Fe(Il) da una posizione 0,6 À fuori del piano 
dell’eme dal lato dell’His prossimale, al centro del pia- 
no dell’eme, superando quindi le interferenze steriche 
che potrebbero esserci tra l’ossigeno legato e la porfi- 
rina. Il Fe(Il) trascina con sé l’His prossimale, che sol- 
tanto mediante un riorientamento del suo anello imi- 
dazolico può evitare una collisione con il piano dell’e- 
me. Nella transizione conformazionale T —> R, i con- 
tatti simmetricamente equivalenti a,C-B2FG e &2C- 
B1FG possono assumere due posizioni stabili. Le po- 
sizioni intermedie non sono possibili e quindi questi 


al(1+@)"7! 
L(1+8)" 
(1+y" 


Ys= 
(1+a)"+ 


[9.23] 


contatti agiscono come uno scambio tra due confor- 
mazioni. Il meccanismo di Perutz per il legame del’O, 
propone che la bassa affinità per l’Oz dello stato T 
derivi da uno stiramento che impedisce al Fe) di 
spostarsi verso il piano dell’eme per generare un le- 
game Fe—-Ox forte. La costrizione viene rimossa da 
un cambio conformazionale quaternario concertato 
della molecola dell’Hb fino a raggiungere lo stato R 
ad alta affinità. AI cambio della struttura quaterna- 
ria si oppone un intreccio di ponti salini presenti nel- 
lo stato T che coinvolgono i gruppi C-terminali e che 
vengono rotti durante la transizione T — R. La sta- 
bilità dello stato R relativamente allo stato T aumen- 
ta con il grado di ossigenazione, per effetto della scom- 
parsa dello stiramento del legame dell’ossigeno tipico 
dello stato T. L’esistenza di questo stiramento è stata 
dimostrata mediante la rottura del legame Fe()—His 
prossimale dopo il legame all’emoglobina di IHP, un 
analogo del BPG che si lega più saldamente allo stato 
T, e di NO, un ligande che forza l’Hb ad assumere 
lo stato R. L’effetto Bohr deriva da un aumento del 
valore di pK' del gruppo amminico N-terminale e del- 
l’His 1468 che formano ponti salini nello stato T. An- 
che la Lys 828 partecipa all’effetto Bohr. Il legame 
del BPG avviene nella cavità centrale dello stato T 
delll’Hb mediante diversi ponti salini. 

Sono note circa 400 varianti dell’Hb. Circa la metà 
sono innocue in quanto risultano mutati residui su- 
perficiali. Le sostituzioni di residui interni alterano 
spesso la struttura dell’Hb, causando un’anemia emo- 
litica. Variazioni nel sito di legame dell’O:, che sta- 
bilizzano il Fe con uno stato di ossidazione (Il), elimi- 
nano in queste subunità la capacità di legare ossige- 
no, portando alla cianosi. Le mutazioni che alterano 
le interfacce tra le subunità possono stabilizzare sia 
lo stato T che lo stato R, con una corrispondente di- 
minuzione o aumento dell’affinità per l’ossigeno. L’a- 
nemia a cellule falciformi è causata dalla mutazione 
sull’Hb che porta alla sostituzione del residuo Glu 68 
con Val; questa mutazione è responsabile della gelifi- 
cazione della deossiHbS che forma fibre rigide a 14 
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catene che deformano l’eritrocita. Nelle condizioni di 
polimerizzazione, la crescita della fibra avviene con 
un meccanismo di nucleazione in due fasi con un ri- 
tardo che può variare con la trentesima-cinquantesima 
potenza della concentrazione iniziale di HbS. Gli agenti 
che possono aumentare questo ritardo a valori supe- 
riori al tempo che i globuli impiegano per passare 
nei capillari possono prevenire la formazione delle fi- 
bre e alleviare i sintomi della malattia. 
L’equazione di Adair razionalizza la cooperatività 
del legame dell’ossigeno, assumendo che ogni ossige- 
no si leghi con una costante diversa. Se le costanti 
diminuiscono sequenzialmente, si avrà una coopera- 
tività positiva. L'equazione di Adair non dà però in- 
formazioni su come avvenga questo processo. Il mo- 
dello simmetrico propone che oligomeri simmetrici pos- 
sano esistere in uno dei due stati conformazionali, 
ToR, che legano il ligande con affinità diversa. Il lega- 
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PROBLEMI 


1. Lo stimolo a respirare nell’uomo deriva dall’elevato 
contenuto di CO; nel sangue; non esistono sensori fi- 
siologici diretti per la pO» del sangue. I sommozzato- 
ri spesso operano una iperventilazione (una respi- 
razione rapida e profonda per alcuni minuti) imme- 
diatamente prima di una immersione prolungata, pen- 
sando in questo modo di aumentare la quantità di os- 
sigeno contenuta nel loro sangue. Questa credenza de- 
riva dal fatto che l’iperventilazione reprime lo stimo- 

. lo a respirare, espellendo significative quantità di COg 
dal sangue. Alla luce di quanto sapete sulle proprietà 
dell’emoglobina, l’iperventilazione è una pratica uti- 
le? È sicura? Potete spiegare il perché? 


2. Spiegate perché il termine n nell'equazione di Hill non 
può essere più grande del numero di siti di legame 
per il ligande di una proteina. 


3. Nell’effetto Bohr, la protonazione dei gruppi ammi- 
nici N-terminali delle catene a dell’emoglobina è re- 
sponsabile di circa il 30% delle 0,6 moli di H* che si 
combinano con l’Hb dopo il rilascio di 1 mole di 07 
a pH 7,4. Assumendo che questo gruppo abbia un pK 
di 7,0 nell’ossiHb, quale sarà il suo valore nella deos- 
siHb? 


4. Essendo tra i favoriti alla vittoria nella maratona di 
La Paz in Bolivia, vi siete allenati per alcune settima- 
ne in quel posto per adattarvi alla sua altitudine di 
3 700 metri. Un fabbricante di attrezzature per l’atle- 
tica che sponsorizza un vostro avversario, vi ha invi- 
tati per il fine settimana ad una festa prima della cor- 
sa in una casa su una spiaggia vicina a Lima, nel Pe- 
ri, assicurandovi che sareste tornati a La Paz almeno 
un giorno prima della corsa. Nell’atteggiamento di 
questo signore vi è solo rispetto nei vostri confronti 
oppure è un tentativo di danneggiarvi ai fini della cor- 
sa? Spiegate il perché. 


5. Nei muscoli attivi, la pO può essere 10 torr alla su- 
perficie della cellula ed 1 torr nei mitocondri (gli or- 
ganelli in cui avvengono le reazioni del metabolismo 
ossidativo). Come fa la mioglobina a facilitare la dif- 
fusione dell’ossigeno attraverso queste cellule? I mu- 
scoli attivi consumano l’ossigeno molto più rapidamen- 
te degli altri tessuti. Potrebbe la mioglobina essere ef- 
ficace nel trasportare l’ossigeno negli altri tessuti? Spie- 
gate. 


6. Gli eritrociti che sono stati conservati per oltre una 
settimana nel mezzo standard acido-citrico-destrosio 
sono carenti di BPG. Discutete i vantaggi che si han- 
no nell’usare sangue fresco o sangue vecchio nelle tra- 
sfusioni. 


7. I seguenti dati di saturazione frazionale sono stati mi- 
surati in certo campione di sangue: 


*9. 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


pO2 T'oz pOz Toz 
20 0,14 60 0,59 
30 0,26 70 0,66 
40 0,39 80 0,72 
50 0,50 90 0,76 


Qual è la costante di Hill e la pso di questo campione 
di sangue? È normale? 


Un individuo anemico, il cui sangue ha soltanto la metà 
del contenuto normale di Hb, può apparire in buona sa- 
lute. Un individuo normale non può però esporsi ad una 
quantità di monossido di carbonio (CO) che vada ad oc- 
cupare la metà dei suoi gruppi eme (pCO di 1 torr per 
circa un’ora; Il CO si lega all’Hb con un’affinità 200 vol- 
te superiore a quella dell’ossigeno). Spiegate perché. 


La struttura ai raggi X dell’Hb Rainier (Tyr 
1458 ——> Cys) indica che il residuo di Cys della for- 
ma mutante forma un ponte disolfuro con la Cys 938 
della stessa subunità. Questo fatto porta il residuo C- 
terminale in un orientamento diverso da quello che 
ha nell’HbA. Come saranno le seguenti proprietà 
dell’Hb Rainier, se confrontate con quelle dell’HbA? 
Spiegate il perché. (a) L’affinità per l’ossigeno, (b) l’ef- 
fetto Bohr, (c) la costante di Hill e (d) l’affinità del BPG. 


Il coccodrillo, che rimane sott'acqua senza respirare per 
un'ora e più, soffoca le sue prede e quindi si immerge 
per tutto il tempo che ha a disposizione. Questo ani- 
male è facilitato dal fatto che può utilizzare tutto l’os- 
sigeno del suo sangue, mentre l’uomo, per esempio, ne 
utilizza solo il 65%. L’emoglobina del coccodrillo non 
lega il BPG e la forma deossigenata lega preferenzial- 
mente il bicarbonato. In che modo queste proprietà 
dell’Hb aiutano il coccodrillo nelle sue immersioni? 


Il tempo di polimerizzazione (gelificazione) di una mi- 
scela equimolare di HbA e di HbS è minore di quello 
di una soluzione di sola HbS alla stessa concentrazio- 
ne che ha nella miscela. Che cosa implica questa os- 
servazione sulla partecipazione dell’HbA nella polime- 
rizzazione dell’HbS? 


Mostrate che l'equazione di Adair per un tetramero 
si riduce all’equazione di Hill se k1, k2 e k3 sono cir- 
ca uguali tra loro e molto maggiori di ky e diventa 
una curva iperbolica se le quattro costanti sono uguali. 


Derivate la costante di equlibrio della reazione 
Ra == T. usando il modello simmetrico per n pro- 
tomeri nei termini dei parametri di L, ce a. 


Derivate l’equazione della frazione di molecole di una 
proteina nello stato R, usando il modello omotropico 
simmetrico nei termini dei parametri n, L, ce a. Met- 
tete in grafico questa funzione con a=4, L=1000 e 
c=0 e discutete il significato fisico. 
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Zuccheri 
e polisaccaridi 


I carboidrati o saccaridi (dal greco: sakcha- 
ron, zucchero) sono componenti essenziali di tutti gli 
organismi viventi e sono infatti la classe più abbon- 
dante di molecole biologiche. Il nome carboidrati, che 
letteralmente significa «idrati di carbonio», deriva dal- 
la loro composizione chimica che è approssimativa- 
mente (C - H20),, dove n deve essere uguale o mag- 
giore di 3. Le unità base dei carboidrati sono dette 
monosaccaridi. Molti di questi composti sono sinte- 
tizzati da sostanze semplici in un processo detto glu- 
coneogenesi (paragrafo 21.1). Altri (e in ultima anali- 
si, quasi tutte le molecole biologiche) sono il prodot- 
to della fotosintesi (paragrafo 22.3), la combinazione 
della CO; con l’acqua, favorita energeticamente dal- 
la luce, processo attraverso cui le piante ed alcuni 
batteri producono «idrati di carbonio». La demolizio- 
ne metabolica dei monosaccaridi (Capitoli 16 e 19) 
fornisce la maggior parte dell’energia necessaria ai 
processi biologici. I monosaccaridi sono anche i prin- 
cipali componenti degli acidi nucleici (paragrafo 28.1), 
ed elementi fondamentali dei lipidi complessi (para- 
grafo 11.1D). 

Gli oligosaccaridi sono composti da poche unità 
monosaccaridiche legate covalentemente. Essi sono 
spesso associati alle proteine (glicoproteine) e ai lipi- 
di (glicolipidi) in cui hanno funzioni sia strutturali 
che regolatrici. I polisaccaridi sono costituiti da mol- 
te unità monosaccaridiche legate covalentemente ed 
hanno masse molecolari che possono raggiungere i 
milioni di dalton. Essi hanno funzioni strutturali im- 
portantissime in tutti i tipi di organismi, ma in parti- 
colare nelle piante, in quanto la cellulosa, il loro ma- 
teriale strutturale fondamentale, rappresenta fino 
all’80% del loro peso secco. I polisaccaridi come l’a- 
mido nelle piante e il glicogeno negli animali, ser- 
vono invece come riserve di materiali. 

La determinazione delle strutture e delle funzioni 
dei carboidrati è stata ottenuta solo dopo quella delle 
proteine e degli acidi nucleici. Questo fatto può esse- 
re attribuito a diversi fattori. I carboidrati sono com- 
posti molto spesso eterogenei sia come dimensioni 
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che come composizione, complicando quindi la loro 
caratterizzazione chimica e fisica. Essi non sono sog- 
getti a tutti i tipi di analisi genetiche che hanno aiu- 
tato lo studio delle proteine e degli acidi nucleici, in 
quanto la sequenza dei saccaridi non è specificata da 
geni, ma costruita mediante l’azione sequenziale di 
enzimi specifici (paragrafo 21.3B). Inoltre, è stato dif- 
ficoltoso stabilire metodi di valutazione delle attività 
biologiche dei polisaccaridi, in gran parte a causa del 
loro ruolo passivo. 

Non di meno sono stati fatti di recente significativi 
progressi che hanno confermato che i carboidrati so- 
no elementi essenziali in molti, se non in tutti, i pro- 
cessi biologici. 

In questo capitolo analizzeremo la struttura, la chi- 
mica ed in minor misura, le funzioni dei carboidrati, 
da soli o in associazione con le proteine. Le strutture 
dei glicolipidi sono trattate nel paragrafo 11.1D. La 
biosintesi dei carboidrati complessi viene discussa nel 
paragrafo 21.3. 


1. MONOSACCARIDI 


I monosaccaridi o zuccheri semplici sono de- 
rivati aldeidici o chetonici di alcoli poliossidrilici a 
catena aperta con almeno tre atomi di carbonio. Que- 
ste sostanze, come ad esempio il p-glucosio o il 
p-ribulosio non possono essere idrolizzati a sacca- 
ridi più semplici. 


o. H 
\_/ 
Ne 
2 1: 
H-*C_0H CH,OH 
HOC —H "c=0 
Hc —0H Hc —0H 
HG —0H H-C —0H 
°cH,0H °CH30H 
p-glucosio p-ribulosio 


In questo paragrafo verranno discusse le strutture 
dei monosaccaridi ed alcune delle loro importanti fun- 
zioni biologiche. 


A. Classificazione 
I monosaccaridi vengono classificati in base al 


loro gruppo carbonilico e al numero dei loro atomi 
di carbonio. Se il gruppo carbonilico è un’aldeide, 


come nel glucosio, lo zucchero viene detto aldosio. 
Se il gruppo carbonilico è un chetone, come nel ribu- 
losio, lo zucchero viene detto chetosio. I più piccoli 
monosaccaridi, quelli con tre atomi di carbonio, so- 
no detti triosi. Quelli con quattro, cinque, sei, sette, 
e così via, atomi di carbonio sono rispettivamente 
tetrosi, pentosi, esosi, eptosi, eccetera. Questi ter- 
mini possono essere combinati e quindi il glucosio, 
per esempio, diventa un aldoesosio, mentre il ribu- 
losio è chetopentosio. 

Un esame della formula chimica del p-glucosio ri- 
vela che tutti i suoi sei atomi di carbonio, meno due, 
— il C(1) e il C(6) — sono centri chiralici e di conse- 
guenza il p-glucosio è uno dei 2*=16 stereoiso- 
meri che comprendono tutti i possibili aldoesosi. In 
genere, gli aldosi con n-atomi di carbonio hanno 
2"-? stereoisomeri. La stereochimica ed il nome dei 
p-aldosi sono riportati nella Fig. 10.1. Emil Fischer 
determinò la configurazione degli aldoesosi nel 1896. 
In base alla convenzione di Fischer (paragrafo 4.2B), 
gli zuccheri D hanno la stessa configurazione assolu- 
ta della p-gliceraldeide a livello del centro asimmetri- 
co più lontano dal loro gruppo carbonilico. Gli zuc- 
cheri L, sempre in base a questa convenzione, sono 
immagini speculari delle forme D, come è illustrato 
dalle proiezioni di Fischer per il glucosio. 


Sa ii. No Ai 
H_- È — OH HOT c —H 
HOo—- c —H H_ 6 — OH 
H_- 6 —_0H HO_ È —H 
H_ n —0H HO— 6 —H 

CH,On Cu. 
D-glucosio L-glucosio 


Gli zuccheri che differiscono soltanto per la confi- 
gurazione intorno ad un atomo di carbonio vengo- 
no detti epimeri l’uno dell’altro. Il p-glucosio e il 
D-mannosio sono epimeri rispetto al C(2), mentre 
il p-glucosio e il p-galattosio sono epimeri rispetto 


‘al C(4) (Fig. 10.1). Il galattosio ed il mannosio non 


sono però epimeri, in quanto hanno configurazioni 
diverse a livello di due atomi di carbonio. 

Il p-glucosio è il solo aldosio che è comunemente pre- 
sente in natura sotto forma di monosaccaride. Lo stes- 
so glucosio e gli altri monosaccaridi compresi la 
p-gliceraldeide, il Dp-ribosio, il D-mannosio e il 
D-galattosio sono importanti componenti di moleco- 
le biologiche più grandi. Gli zuccheri L sono biologi- 
camente meno abbondanti di quelli della serie D. 
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Gli zuccheri ciclici hanno due forme anomeriche 


Le lettere greche che precedono i nomi degli 
zuccheri nella Fig. 10.4 necessitano di una spiegazio- 
ne. La ciclizzazione di un monosaccaride rende l’ato- 
mo di carbonio carbonilico asimmetrico. La coppia 
di diastereomeri che ne deriva vengono detti ano- 
meri e l’atomo di carbonio emiacetalico o emicheta- 
lico diventa il carbonio anomerico. Nell’anomero a, 
il sostituente OH sul carbonio anomerico è sul lato 
opposto dell’anello saccaridico rispetto al gruppo 
CH,0H sul centro chiralico che definisce la configu- 
razione D o L [il C(5) negli esosil. L’altro anomero vie- 
ne indicato con la lettera 8 (Fig. 10.5). 

I due anomeri del p-glucosio, come ogni coppia di 
diastereomeri, hanno proprietà fisiche e chimiche di- 
verse. 

Per esempio, i valori del potere rotatorio specifico, 
[x]$°, per l’a-D-glucosio e per il 8-D-glucosio sono ri- 
spettivamente +112,2° e + 18,7°. Quando queste due 
sostanze pure sono sciolte in acqua, il potere rotato- 
rio specifico si modifica lentamente fino a che non 
raggiunge il valore di [o]°= +57,7°. i 
Questo fenomeno è noto con il nome di mutarota- 
zione; per il glucosio, essa deriva dalla formazione 
di una miscela in equilibrio costituita dal 63,6% del- 
l’anomero # e dal 36,4% dell’anomero a (le rotazioni 
ottiche di molecole separate in soluzione sono indi- 
pendenti le une dalle altre e quindi la rotazione otti- 
ca di una soluzione è la media ponderale delle rota- 
zioni ottiche dei soluti). 

L’interconversione tra questi anomeri avviene attra- 
verso la forma lineare del glucosio (Fig. 10.5). Poiché 
le forme lineari di questi monosaccaridi sono pre- 
senti solo in piccole quantità, vengono quindi accu- 
ratamente descritti dalle forme emiacetaliche o emi- 
chetaliche poliossidriliche cicliche. 
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Gli zuccheri hanno conformazioni variabili 


Gli esosi ed i pentosi possono assumere sia for- 
me piranosiche che furanosiche. La composizione al- 
l’equilibrio di un particolare monosaccaride dipende 
in qualche modo dalle condizioni, ma soprattutto dal- 
l'identità dello zucchero. Per esempio, nelle soluzio- 
ni acquose, il glucosio esiste quasi esclusivamente nel- 
la forma piranosica, mentre il ribosio è per il 25% 
nella forma furanosica e per il 75% in quella pirano- 
sica. Anche se in linea di principio gli esosi e gli zuc- 
cheri più grandi possono formare anelli di sette o 
più atomi, questi anelli si riscontrano solo di rado, 
in quanto quelli a cinque e a sei membri hanno una 
stabilità maggiore. Lo stiramento interno esistente ne- 
gli anelli a tre o quattro membri rende queste strut- 
ture instabili rispetto alle forme lineari. 

L’uso delle formule di Haworth può generare l’im- 
pressione sbagliata che gli anelli piranosici o furano- 
sici siano planari. Questo non è il caso, in quanto tut- 
ti gli atomi di questi anelli sono ibridi tetraedrici 
(sp*). L'anello piranosico, come l’anello del cicloesa- 
no, può assumere conformazioni a barca o a sedia 
(Fig. 10.6). La stabilità relativa di queste conforma- 
zioni diverse dipende dalle interazioni stereochimi- 
che tra i sostituenti sull’anello. La conformazione a 
barca accumula i suoi sostituenti sulla «prua» e sulla 
«poppa» ed eclissa quelli disposti lungo i suoi lati e 
nel cicloesano è circa 25 kJ- mol-! meno stabile del- 
la conformazione a sedia. I sostituenti dell’anello nel- 
la conformazione a sedia (Fig. 10.6b) possono rien- 
trare in due classi: i gruppi assiali che si estendono 
parallelamente al triplo asse di rotazione dell’anello 
ed i gruppi equatoriali, sfalsati e senza interferen- 
ze. Poiché i gruppi assiali ed equatoriali dell’anello 
del cicloesano sono conformazionalmente intercon- 
vertibili, un dato anello ha due forme a sedia alter- 
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Figura 10.5 Gli anomeri monosaccaridici a-D-glucopiranosio e 8-0- 
glucopiranosio, secondo le proiezioni di Haworth e come modelli 
a palle e bastoncini. Questi zuccheri piranosici possono interconver- 


tire attraverso la forma lineare del p-glucosio e differiscono soltanto 
per la configurazione intorno agli atomi di carbonio anomerici, C(1). 
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(a) Armmassamento 
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Figura 10.6 Le conformazioni dell'anello del cicloesano. (a) Nella 
conformazione a barca, i sostituenti a prua e a poppa (barrette rosse) 
sono stericamente ammassati, mentre quelli lungo i lati (in verde) 
sono eclissati. (b) Nella conformazione a sedia, i sostituenti che si 
estendono parallelamente al triplo asse di simmetria vengono detti 
assiali [a] e quelli che non presentano questo orientamento sono detti 
equatoriali [e]. | sostituenti equatoriali disposti intorno all’anello sono 
sfalsati e si estendono alternativamente sopra e sotto il piano dell'anello. 


Figura 10.7 Le due conformazioni a sedia alternative del 68-D- 
glucopiranosio. In quella a sinistra, la forma predominante, i sosti- 
tuenti relativamente grossi OH e CH,0H occupano tutti le posizioni 
equatoriali, mentre sulla destra (riportato in modello a palle e baston- 
cini nella Fig. 10.5 a destra) essi occupano posizioni assiali più am- 
massate. 


native (Fig. 10.7); la forma che predomina è quella 
che ha il minor addensamento tra i suoi sostituenti 
assiali. 

La situazione conformazionale di un gruppo si ri- 
flette direttamente sulla sua reattività chimica. 

Per esempio, i gruppi OH equatoriali dei piranosi 
si esterificano molto più facilmente dei gruppi OH 
assiali. Notate che il 8-D-glucosio è il solo p-aldoesosio 
che può avere contemporaneamente tutti e cinque 
i sostituenti diversi dall’idrogeno in posizione equa- 
toriale (Fig. 10.7, parte a sinistra). Forse per questo 
motivo il glucosio è il monosaccaride più abbondan- 


CH,0H 
H i: O, H u* H 
Gu: + CH0H => 
HO OH HO 
H OH 


a-D-glucosio 


Figura 10.8 La condensazione catalizzata da un acido dell'a-D- 
glucosio con metanolo per formare una coppia anomerica di metil- 
D-glucoside. 


Metil-c-p-glucoside 


te in natura. Le proprietà conformazionali degli anelli 
furanosici sono discusse nel paragrafo 28.3B in rela- 
zione ai loro effetti sulla conformazione degli acidi 
nucleici. I 


C. Derivati degli zuccheri 


I polisaccaridi sono tenuti assieme 
da legami glicosidici 


La chimica degli zuccheri è in gran parte quella 
dei loro gruppi ossidrilici e carbonilici. Per esempio, 
in una reazione catalizzata da un acido, il gruppo 
ossidrilico anomerico di uno zucchero si condensa 
reversibilmente con gli alcoli per formare a- e 8- gli- 
cosidi (Fig. 10.8, dal greco: glykys, dolce). Il legame 
che collega il carbonio anomerico e l’ossigeno aceta- 
lico viene detto legame glicosidico. I polisaccaridi 
sono tenuti insieme da legami glicosidici tra le unità 
monosaccaridiche vicine. Il legame glicosidico è per 
i carboidrati l'analogo del legame peptidico per le 
proteine. L’idrolisi del legame glicosidico è catalizza- 
to da enzimi noti come glicosidasi che differiscono 
in specificità in base sia all’identità che alla configu- 
razione anomerica del glicoside, ma sono relativamen- 
te insensibili all’identità del residuo alcolico. In con- 
dizioni basiche o neutre ed in assenza di glicosidasi, 
il legame glicosidico è stabile e quindi i glicosidi non 
vanno incontro a mutarotazione come i monosacca- 
ridi. La metilazione di un gruppo OH non anomerico 
dei monosaccaridi richiede condizioni più drastiche 
rispetto a quelle necessarie per la formazione di un 
metil glicoside, come il trattamento con dimetil sol- 
fato. 


Reazioni di ossido-riduzione 


Poiché le forme lineari e cicliche degli aldosi 


Legame glicosidico 
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Metil-8-p-glucoside 
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e dei chetosi tendono ad interconvertire così facil- 
mente, questi zuccheri possono subire le reazioni ti- 
piche delle aldeidi e dei chetoni. L’ossidazione blan- 
da di un aldosio, sia chimica che enzimatica, risulta 
nella conversione del suo gruppo aldeidico in una 
funzione carbossilica, formando quindi un acido al- 
donico, come l’acido gluconico. Il nome degli acidi 
aldonici viene composto aggiungendo il suffisso oni- 
co alla radice del nome dell’aldosio da cui l’acido de- 
riva. 


1C00H 
H-6—0H 

HO-°6-H 
H-%6 —0H 
H-"6—0H 
°GH,0H 


Acido p-gluconico 


Gli zuccheri con atomi di carbonio anomerici che non 
hanno formato legami glicosidici vengono detti zuc- 
cheri riducenti, per la facilità con cui il loro grup- 
po aldeidico riduce agenti ossidanti blandi. Un’anali- 
sì standard per identificare la presenza di uno zuc- 
chero riducente è la riduzione dell’Ag* in una so- 
luzione ammoniacale (reagente di Tollens) che for- 
ma una superficie metallica argentata all’interno della 
provetta di reazione. 

L’ossidazione specifica del gruppo alcolico pri- 
mario produce acido uronico, il cui nome viene 
composto aggiungendo il suffisso uronico alla ra- 
dice del nome dell’aldosio da cui deriva. Gli acidi 
b-glucuronico, p-galatturonico e p-mannuronico 
sono componenti importanti di molti polisaccaridi (ve- 
di formula a destra, in alto). 


D-glucono-3-lattone p-glucurono-3-lattone 


Figura 10.9 Il p-glucono-&-lattone ed il p-glucurono-è-lattone sono 
rispettivamente i lattoni dell'acido p-gluconico e dell'acido 
D-glucuronico. La lettera delta indica che l'atomo di ossigeno che 
chiude l’anello lattonico è un sostituente del C;. 
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Acido p-mannuronico 


Gli acidi uronici possono assumere sia forme lineari 
che furanosiche o piranosiche. 

Sia gli acidi aldonici che uronici hanno la forte ten- 
denza a formare esteri interni, lattoni a cinque o sei 
membri (Fig. 10.9). L’acido ascorbico (la vitamina 
C, Fig. 10.10) è un y-lattone sintetizzato dalle piante 
e da quasi tutti gli animali, eccetto i primati e le ca- 
vie (porcellini d’India). La sua prolungata deficienza 
nella dieta degli uomini porta alla comparsa della ma- 
lattia nota come scorbuto, causata dalla formazione 
non corretta del collageno (paragrafo 7-2). Lo scorbu- 
to deriva in genere, dalla mancanza di cibo fresco. 
In condizioni fisiologiche, l’acido ascorbico viene os- 
sidato reversibilmente ad acido deidroascorbico che 
viene poi idrolizzato irreversibilmente nell’acido di- 
chetogulonico (Fig. 10.10), privo di qualsiasi attivi- 
tà biologica. 

Gli aldosi ed i chetosi possono essere ridotti in con- 
dizioni blande, per esempio per trattamento con 
NaBH., per formare alcoli poliossidrilici, noti come 
alditoli; il loro nome viene formato unendo alla ra- 
dice del nome del composto da cui derivano, il suf- 
fisso itolo. Il ribitolo è un componente dei coenzimi 
flavinici (paragrafo 14.4) ed il glicerolo e l’acol po- 
liossidrilico ciclico mio-inositolo sono componenti 
importanti dei lipidi (paragrafo 11.1). Lo xilitolo è 
un dolcificante usato nei dolci «senza zucchero» (vedi 
formula alla pagina accanto). 
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HO OH 
Ta0E H OH 
CH,0H HO H 
H OH 
D-glicerolo mio-inositolo 


Altri derivati biologicamente importanti 
degli zuccheri 


Le unità monosaccaridiche in cui un gruppo os- 
sidrilico è stato sostituito da un H vengono dette deos- 
si zuccheri. 

Quello biologicamente più importante tra questi 
zuccheri è il p-2-deossiribosio, il componente sac- 
caridico dello scheletro covalente del DNA. Il D- 
ramnosio ed il p-fucosio sono altri componenti co- 
muni dei polisaccaridi. 


CH,0H OH CA 
HO O, 0H 
CHz 
H MH 
H H 
OH H OH OH 


a-L-ramnosio 
(6-deossi-1-mannosio) 


8-D-2-deossiribosio 


H 
H O, OH 
CHg 
H HO 
OH H 
OH H 
B-L-fucosio 


(6-deossi-L-galattosio) 


Negli ammino-zuccheri, uno o più gruppi ossidrili- 
ci sono stati sostituiti da un gruppo amminico spesso 
acetilato. La D-glucosammina e la p-galattosam- 
mina fanno parte di numerosi polisaccaridi biologi- 
camente importanti. 


CH,0H CH,0H 
H O, H HO O, H 
H H 
OH H OH H; 
HO OH H OH 
H NH) H NH, 


a-D-galattosammina 
(2-ammino-2-deossi- 
a-D-galattopiranosio) 


a-D-glucosammina 
(2-ammino-2 deossi- 
a-D-glucopiranosio) 


NH—C—CHy 
CH3g—C—C00H |Residuo di acido 
Li D-lattico 


Acido N-acetilmuramico (NAM) 


Il derivato degli ammino-zuccheri acido N-acetil- 
muramico, che è costituito da N-acetilglucosam- 
mina in legame etere con l’acido p-lattico, è un 
componente delle pareti cellulari batteriche (paragra- 
fo 10.35). L’acido N-acetilneuramminico, che è un 
derivato dell’N-acetilmannosammina e dell’acido pi- 
ruvico (Fig. 10.11) è un importante costituente delle 
glicoproteine (paragrafo 10.3C) e dei glicolipidi (pa- 


ore toa COOH 
RI -2H 0=C Hs0 0=c 
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He Hee H— c —0H 
HO— È —H HOT C —H HO— c —H 
CH,0H CH,0H CH,0H 
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L-deidroascorbico L-dichetogulonico 


Figura 10.10 L’ossidazione reversibile dell'acido L-ascorbico in aci- 
do L-deidroascorbico, seguita dalla idrolisi fisiologicamente irreversi- 
bile del suo anello lattonico per formare acido dichetogulonico. 
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Figura 10.11 L'acido N-acetilneuramminico nella sua forma lineare 
. e piranosica. Notate che l'anello piranosico incorpora il residuo di 
acido piruvico (in blu) e parte del mannosio. 


ragrafo 11.1D). L’acido N-acetilneuramminico ed i suoi 
derivati vengono spesso indicati con il nome di acidi 
sialici. 


2. POLISACCARIDI 


I polisaccaridi, noti anche con il nome di glica- 
ni, consistono di monosaccaridi legati insieme da le- 
gami glicosidici. Essi sono classificati come omopoli- 
saccaridi oppure eteropolisaccaridi, a seconda che 
siano costituiti da un solo tipo di monosaccaridi o 
da più tipi. Gli omopolisaccaridi possono essere sud- 
divisi ulteriormente in base all’identità della loro unità 
monomerica. Per esempio, i glucani sono polimeri 
del glucosio, mentre i galattani sono polimeri del 
galattosio. Anche se le sequenze monosaccaridiche 
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degli eteropolisaccaridi possono in linea di principio 
variare come quelle delle proteine, essi sono in effet- 
ti composti soltanto da pochi tipi di monosaccaridi 
che si alternano in sequenze ripetitive. 

I polisaccaridi, al contrario delle proteine e degli acidi 
nucleici, formano polimeri sia lineari che ramificati. 
Il legame glicosidico può essere fatto da uno qualsia- 
si dei gruppi ossidrilici di un monosaccaride. Per for- 
tuna, la maggior parte dei polisaccaridi è lineare e 
quelli ramificati lo sono soltanto in pochi modi e ben 
definiti. 

In questo paragrafo discuteremo la struttura dei 
polisaccaridi più semplici, i disaccaridi, e quindi ve- 
dremo la struttura e le proprietà delle classi più ab- 
bondanti di polisaccaridi. Inizieremo sottolineando 
come sono state determinate le strutture dei polisac- 
caridi. 


A. Analisi dei carboidrati 


[373]La purificazione dei carboidrati può essere ef- 
fettuata mediante procedimenti cromatografici ed 
elettroforetici simili a quelli usati per la purificazio- 
ne delle proteine (paragrafi 5.3 e 5.4). La cromato- 
grafia per affinità (paragrafo 5.3D) con proteine im- 
mobilizzate note come lectine è una tecnica partico- 
larmente efficace a questo riguardo. Le lectine sono 
proteine che legano zuccheri e, di solito, sono di ori- 
gine vegetale, ma sono presenti anche negli animali 
e nei batteri. Tra le lectine meglio conosciute vi sono 
la concanavalina A del fagiolo, che lega specifica- 
mente residui di a-D-glucosio e di a-D-mannosio, l’ag- 
glutinina del germe del grano (il suo nome deriva 
dall’effetto agglutinante che ha sulle cellule), che le- 
ga specificamente acido 68-N-acetilmuramico e l’acido 
a-N-acetilneuramminico. 

La caratterizzazione di un oligosaccaride richiede 
che sia determinata la sua identità, identificati i suoi 
anomeri ed i legami, insieme all’ordine in cui sono 
presenti i vari componenti monosaccaridici. I legami 
dei monosaccaridi possono essere analizzati con la 
tecnica della metilazione, introdotta negli anni ’30 
da Norman Haworth: gli esteri metilici non sull’ato- 
mo di carbonio anomerico sono resistenti all’idrolisi 
acida, mentre i legami glicosidici vengono rotti da que- 
sto trattamento. Se un oligosaccaride viene esterifica- 
to completamente e poi idrolizzato, i gruppi ossidrili- 
ci liberi sui monosaccaridi esterificati rappresenteran- 
no le posizioni dei legami glicosidici. I monosaccaridi 
metilati vengono di solito identificati per cromato- 
grafia gas-liquida (GLC) combinata con una spettro- 
scopia di massa (paragrafo 5.3E). 

La sequenza e la configurazione dei monosaccaridi 
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in un oligosaccaride possono essere determinate usan- 
do specifiche esoglicosidasi. Questi enzimi, per 
esempio la 8-galattosidasi, rimuovono specificamen- 
te il monosaccaride che riconoscono dall’estremità 
non riducente dell’oligosaccaride (l’estremità che 
manca di un atomo di carbonio anomerico libero) in 
maniera analoga all’azione delle esopeptidasi sulle 
proteine (paragrafo 6.1A). Il confronto degli spettri 
NMR ad alta risoluzione protonica oppure al !5C di 
oligosaccaridi noti con quelli delle strutture scono- 
sciute possono fornire informazioni rilevanti sia sul- 
l’organizzazione della molecola sia sulle ricerche an- 
cora da espletare. Le tecniche NMR bidimensionali 
sono utili per identificare la conformazione degli oli- 
gosaccaridi. 


B. Disaccaridi 


Iniziamo lo studio dei polisaccaridi con i disac- 
caridi (Fig. 10.12). Il saccarosio, il disaccaride più 
abbondante, è presente in tutto il regno vegetale e 
ci è molto noto come zucchero da tavola. La sua strut- 
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Figura 10.12 Alcuni disaccaridi comuni. 


tura (Fig. 10.12) fu stabilita mediante la tecnica della 
metilazione descritta prima e poi confermata dall’a- 
nalisi ai raggi X. Per dare un nome sistematico ai 
disaccaridi, bisogna specificare i loro componenti mo- 
nosaccaridici, i tipi di anelli presenti, le loro forme 
anomeriche e il legame che unisce le due unità. Il 
saccarosio diventa quindi 0-a-D-glucopiranosil- 
(1 — 2)-8-D-fruttofuranoside, dove il simbolo 
(1 —> 2) indica gli atomi che partecipano al legame 
glicosidico, cioè il C(1) per il glucosio ed il C(2) per 
il fruttosio. Notate che queste due posizioni sono quel- 
le dei carboni anomerici delle due molecole e di con- 
seguenza il saccarosio non è uno zucchero riducente 
(come implica il suffisso ide). 

L’idrolisi del saccarosio a D-glucosio e D-fruttosio 
è accompagnata da una grande modificazione della 
rotazione ottica da destrogira a levogira. Il saccarosio 
idrolizzato viene detto in alcuni casi zucchero in- 
vertito e l'enzima che catalizza questo processo, 
l’a-glucosidasi, viene detto per lo stesso motivo in- 
vertasi. 

[375]Il lattosio [0-6-p-galattosil-(1 —> 4)-B-p-glu- 


copiranosio) o zucchero del latte è presente solo 
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nel latte dove la sua concentrazione varia da 0 al 7%, 
a seconda della specie. Il carbonio anomerico libero 
del glucosio rende il lattosio uno zucchero riducente. 


I neonati hanno normalmente nel loro intestino l’enzi- 
ma B-p-galattosidasi o lattasi che idrolizza il latto- 
sio nei suoi componenti monosaccaridici per l’assorbi- 
mento nel flusso sanguigno. Molti adulti, compresi la 
maggior parte dei neri e praticamente tutti gli orienta- 
li, hanno bassi livelli di questo enzima (come molti 
mammiferi adulti). Di conseguenza, il lattosio presen- 
te nel latte che essi bevono arriva attraverso il loro 
tratto digestivo al colon dove la sua fermentazione bat- 
terica produce grandi quantità di CO-, Hz e di acidi 
organici irritanti. Questa condizione, imbarazzante e 
molto spesso dolorosa, viene detta intolleranza al lat- 
tosio. Forse è per questo motivo che la cucina orienta- 
le, nota per la grande quantità e varietà di cibi, non 
utilizza prodotti contenenti latte. Recentemente, le mo- 
derne tecnologie alimentari sono venute in aiuto degli 
amanti del latte che sviluppano l’intolleranza al latto- 
sio. È ora commercialmente disponibile latte in cui il 
lattosio è stato idrolizzato enzimaticamente. Sfortu- 
natamente per gli amanti dei fagioli, non esiste in com- 
mercio un prodotto analogo in cui siano state rimosse 
le ben note proprietà di produrre gas dei fagioli, che 
dipendono appunto dalla presenza di oligosaccaridi in- 
digeribili, ma che possono essere fermentati dai batteri. 


Esistono diversi disaccaridi glucosil-glucosio molto co- 
muni. Uno di essi è il maltosio [0-a-D-glucopiranosil- 
(1 — 4)-a-p-glucopiranosio], un prodotto dell’idro- 
lisi enzimatica dell’amido; l’isomaltosio è l’isomero 
a(1 —> 6) ed il cellobiosio è l’isomero B(1 —> 4), 
il disaccaride ripetitivo della cellulosa. 

In natura sono presenti in quantità significative so- 
lo pochissimi trisaccaridi o oligosaccaridi superiori 
e sono tutti di origine vegetale. 


C. Polisaccaridi strutturali: 
cellulosa. e chitina 


Le piante hanno una parete cellulare rigida (Fig. 
1.9), che, per poter mantenere la forma della cellula, 
deve sopportare differenze di pressione osmotica tra 
gli spazi extracellulari e gli spazi intracellulari fino 
a 20 atmosfere. 

Nelle piante superiori, come gli alberi, le pareti cel- 
lulari devono svolgere anche funzioni di supporto. 
La cellulosa, il principale componente strutturale delle 
parete delle cellule delle piante (Fig. 10.13), rappre- 
senta circa la metà del carbonio presente nella bio- 
sfera: si pensa che vengano sintetizzati e degradati 
circa 1055 kg di cellulosa ogni anno. Anche se la cel- 
lulosa è prevalentemente di origine vegetale, è pre- 
sente anche nel rivestimento esterno rigido di alcuni 
invertebrati marini, detti tunicati (Fig. 1.11). 
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Figura 10.13 Fotografia al microscopio elettronico delle fibre di cellu- 
losa nella parete cellulare dell’alga Chaetomorpha. Notate che la pa- 
rete cellulare è costituita da strati di fibre parallele. (Biophoto Asso- 
ciates.) 


La struttura primaria della cellulosa è stata deter- 
minata con la tecnica della metilazione. La cellulosa 
è un polimero lineare contenente fino a 15 000 resi- 
dui di glucosio (un glucano) legati tra loro da legami 
glicosidici B(1 —> 4) (Fig. 10.14). Come accade per 
i grandi polisaccaridi, la cellulosa non ha una gran- 
dezza definita, in quanto, al contrario delle proteine 
e degli acidi nucleici, non vi sono stampi determina- 
ti geneticamente che dirigano la sua sintesi. 

Studi ai raggi X delle fibre di cellulosa hanno por- 
tato Anatole Sarko a proporre la struttura riportata 
nella Fig. 10.15. Questa struttura molto coesiva e con 
legami idrogeno conferisce alle fibre di cellulosa 
un’eccezionale resistenza e le rende insolubili in ac- 
qua, nonostante la loro idrofilicità. 

Nelle pareti delle cellule vegetali, le fibre di cellu- 
losa sono immerse in una matrice costituita da alcu- 
ni polisaccaridi contenenti glucosio ed altri monosac- 
caridi. Nel legno, questa matrice cementante contie- 
ne anche una grande quantità di lignina, un poli- 
mero fenolico simile alla plastica. Basta osservare un 
albero in un giorno ventoso per capire l’enorme re- 
sistenza delle pareti cellullari delle piante; essi sono 
come i «materiali compositi», rinforzati da barre di 
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Figura 10.14 La struttura primaria della cellulosa. in queste molecole 
n può arrivare ad alcune migliaia. 


acciaio. I materiali compositi possono sopportare gran- 
di tensioni, poiché la matrice distribuisce le forze di 
tensione su tutti i materiali di rinforzo. 

Nonostante i vertebrati non possiedano un en- 
zima capace di idrolizzare i legami 6(1 —> 4) della 
cellulosa, i tratti digestivi degli erbivori contengono 
microorganismi simbiotici che secernono una serie 
di enzimi chiamati collettivamente cellulasi. Lo stes- 
so accade per le termiti. La degradazione della cellu- 
losa è un processo lento, in quanto le catene di glu- 


Figura 10.15 Modello strutturale propo- 
sto per la cellulosa. Le fibre di cellulosa 
sono costituite da circa 40 catene gluca- 
niche parallele completamente estese. 
Ogni unità di glucosio, legata alle altre 
con legami 8(1 —> 4), è ruotata rispet- 
to a quella precedente e viene mantenu- 
ta in questa posizione da legami idroge- 
no intracatena (linee tratteggiate). Le ca- 
tene glucaniche si allineano [lateralmente 
formando strutture a foglietto. Questi fo- 
glietti sono ammassati l’uno sull’altro e 
sono però sfalsati per la lunghezza di 
mezza unità di glucosio. L'intera struttu- 
ra viene stabilizzata da legami idrogeno 
intermolecolari tra le unità di glucosio di 
catene vicine. Per maggiore chiarezza, nel 
disegno non sono stati riportati gli atomi 
di idrogeno che non partecipano alla for- 
mazione di legami idrogeno. 


cano ammassate e tenute unite da legami idrogeno 
non sono facilmente accessibili alle cellulasi e non 
si separano nemmeno dopo aver idrolizzato molti 
dei loro legami glicosidici. La digestione di piante 
fibrose, come l’erba da parte degli erbivori, è quin- 
di un processo più complesso e lungo della digestio- 
ne della carne da parte dei carnivori (i bovini hanno 
stomaci con molti comparti e devono ruminare). Ana- 
logamente la decomposizione di piante morte ad ope- 
ra di funghi ed altri organismi e la distruzione di 
case di legno da parte delle termiti spesso richiede 
anni. 

La chitina è il componente strutturale principale 
dell’esoscheletro degli invertebrati come i crostacei, 
gli insetti e i ragni; essa è anche presente nella pare- 
te cellulare della maggior parte dei funghi e di mol- 
te alghe. È quindi abbondante quasi quanto la cel- 
lulosa. La chitina è un omopolimero di residui di 
N-acetilglucosammina legati con legami B(1 —> 4) 
(Fig. 10.16) e differisce dalla cellulosa per avere il 
gruppo OH in ogni C(2) sostituito da una funzione 
acetamidica. L’analisi ai raggi X ha stabilito che la 
chitina e la cellulosa hanno strutture simili. 


288 Capitolo 10 


[378][379] 


CH,0H 
HA 0 
oo 5 ° 


N da H NACH a 
(0) 
IRRARERO A N-acetilglucosammina 


n 
Chitina 


Figura 10.16 La chitina è un omopolimero con legami 6(1 — 4) 
di unità N-acetil-p-glucosammina. 
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Figura 10.17 L'a-amilosio. (a) I suoi residui di p-glucosio sono legati 
da legami a(1 ——4) (in rosso). Il numero di residui totali può arri- 
vare ad alcune migliaia. (b) Il carattere ripetitivo del polimero forma 
un'elica sinistrorsa. Notate le grandi differenze che si hanno nella 
struttura e nelle proprietà di molecole anche se si ha soltanto un cam- 
bio di legame tra le unità del polimero (i legami a(1 ——4) nell’a- 
milosio e i legami 8(1 ——4) nella cellulosa). (Copyright © Irving 
Geis.) 
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D. Polisaccaridi di deposito: 
amido e glicogeno 


L’amido è ‘una riserva di cibo nelle piante 
e uno dei principali nutrienti per gli animali 


L’amido è una miscela di glucani che le piante 
sintetizzano come riserva principale di cibo. Esso vie- 
ne depositato nel citoplasma delle cellule vegetali sotto 
forma di granuli insolubili composti dall’a-amilosio 
e dall’amilopectina. L’a-amilosio è un polimero li- 
neare di alcune migliaia di residui di glucosio legati 
da legami a(1 —> 4) (Fig. 10.17a). Notate che, anche 
se l’a-amilosio è un isomero della cellulosa, ha pro- 
prietà strutturali completamente diverse. Il legame 
B-glicosidico della cellulosa determina una rotazione 
di 180° in ogni residuo di glucosio rispetto a quello 
precedente e quindi il polimero assume una con- 
formazione completamente estesa e facilmente im- 
paccabile. Al contrario, i legami a-glicosidici del- 
l’a-amilosio portano all’assunzione.di una conforma- 
zione a spirale elicoidale (Fig. 10.17b). 
L’amilopectina è costituita da residui di glucosio uni- 
ti da legami a(1 —> 4), ma è una molecola ramifica- 
ta con punti di ramificazione generati da legami 


_ a(1 —> 6) ogni 24-30 residui in media (Fig. 10.18). 


Le molecole di amilopectina contengono più di 105 
molecole di glucosio e sono quindi tra le molecole 
più grandi presenti in natura. La conservazione del 
glucosio sotto forma di amido mantiene costante la 
pressione osmotica intracellulare che invece divente- 
rebbe elevatissima se il glucosio venisse conservato 
in forma monomerica. Infatti, la pressione osmotica 
è proporzionale al numero di molecole di soluto pre- 
senti in un dato volume. 


La digestione dell’amido avviene a tappe 


La digestione dell’amido, la principale fonte di 
carboidrati della dieta dell’uomo, inizia nella bocca. 
La saliva contiene a-amilasi, che idrolizza casualmen- 
te tutti i legami glicosidici a(1 —> 4) dell’amido ec- 
cetto quelli più interni e quelli vicini alle ramifica- 
zioni. Nel tempo in cui il cibo masticato arriva nello 
stomaco, dove l’a-amilasi viene inattivata dall’acidi- 
tà, la lunghezza media della catena dell’amido è sta- 
ta ridotta da diverse migliaia di unità a meno di otto 
unità di glucosio. La digestione dell’amido continua 
nell’intestino tenue sotto l’influenza dell’a-amilasi 
pancreatica, che è simile all’enzima della saliva. Que- 
sto enzima degrada l’amido ad una miscela conte- 
nente il disaccaride maltosio, il trisaccaride malto- 
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triosio e oligosaccaridi noti con il nome di destrine, 
con le ramificazioni a(1 —> 6). Questi oligosaccari- 
di sono idrolizzati nei loro componenti monosaccari- 
dici da enzimi specifici contenuti nelle membrane 
della mucosa intestinale: una a-glucosidasi, che ri- 
muove un residuo di glucosio per volta da ogni oli- 
gosaccaride, una a-destrinasi o enzima deramifi- 
cante, che idrolizza legami a(1 > 6) e (1 > 4), 
una saccarasi e, almeno nei neonati, una lattasi. I mo- 
nosaccaridi prodotti vengono assorbiti nell’intestino 
e trasportati al flusso sanguigno. 


Il glicogeno è un «amido animale» 


Il glicogeno, il polisaccaride di deposito degli 
animali, è presente in tutte le cellule, ma è molto 
più rappresentato nel muscolo scheletrico e nel fega- 
to, sotto forma di granuli citoplasmatici (Fig. 10.19). 
La struttura primaria del glicogeno ricorda quella del- 
l’amilopectina, ma il glicogeno è molto più ramifica- 
to ed i punti di queste ramificazioni sono disposti 


Amilopectina 


Figura 10.18 L’amilopectina. (a) La sua struttura primaria vicino ad 
un punto di ramificazione (in rosso). (b) La sua struttura ramificata, 
con i residui di glucosio ad ogni punto di ramificazione sono indicati 
in rosso. La distanza tra i punti di ramificazione varia da 24 a 30 
residui di glucosio. Il glicogeno ha una struttura simile, ma le ramifi- 
cazioni sono disposte ogni 8-12 residui di glucosio. 


Figura 10.19 Una fotografia al microscopio elettronico che mostra 
i granuli di glicogeno (in rosa) nel citoplasma di una cellula del fegato 
(gli oggetti in verde sono i mitocondri e quello in giallo è un vacuolo 
di grasso). Notate che questi granuli tendono ad aggregarsi. Il conte- 
Lie in glicogeno del fegato può arrivare anche al 10% del suo peso. 
(CNRI.) 
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ogni 8-12 residui di glucosio. Il grado di polimerizza- 
zione del glicogeno è ugualmente simile a quello del- 
l’amilopectina. Nella cellula, il glicogeno viene de- 
gradato dalla glicogeno fosforilasi, che rompe se- 
quenzialmente mediante fosforolisi i legami 
a(1 —> 4) del glicogeno a partire dall’estremità non 
riducente, formando glucosio-1-fosfato. La struttu- 
ra altamente ramificata del glicogeno, che presenta 
molte estremità non riducenti, permette la rapida mo- 
bilizzazione del glucosio in base alle richieste meta- 
boliche. I legami a(1 —> 6) delle ramificazioni ven- 
gono rotti da un enzima deramificante. Questi enzi- 
mi hanno funzioni rilevanti nel metabolismo del glu- 
cosio e sono discussi nel paragrafo 17.1. 


E. Glicosamminoglicani 


Gli spazi extracellulari, in particolare quelli del 


CH,0H 


H OH H NHCOCH, 


D-glucuronato N-acetil-p-glucosammina 


Ialuronato 


H OH H NHCOCH3 
D-glucuronato N-acetil-p-galattosammina- 
4-solfato 
Condroitin-4-solfato 
COO7 CH,0S03 


dA. 


H OH H NHCOCH3 
D-glucuronato N-acetil-D-galattosammina- 
6-solfato 


Condroitin-6-solfato 


Figura 10.20 Le unità disaccaridiche ripetitive dei glicosamminogli- 
cani comuni. | gruppi anionici sono mostrati in rosso ed i gruppi 


N-acetilamminici sono in blu. 
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tessuto connettivo, come la cartilagine, i tendini, la 
pelle ed i vasi sanguigni, sono costituiti da fibre di 
collageno e di elastina (paragrafi 7.2C e 7.2D) immer- 
se in una matrice, simile ad un gel, detta sostanza 
di base. Questa è composta in gran misura da glico- 
samminoglicani (alternativamente, mucopolisacca- 
ridi), polisaccaridi non ramificati costituiti da un’al- 
ternanza di residui di acidi uronici e di esosammine. 
Le soluzioni di glicosamminoglicani sono viscide e 
con una consistenza simile al muco, che deriva dalla 
loro elevata viscosità ed elasticità. Nei paragrafi se- 
guenti, discuteremo l’origine strutturale di queste im- 
portanti proprietà meccaniche. 


Acido ialuronico 


[382 ]L’acido ialuronico è un importante compo- 
nente glicosamminoglicanico della sostanza di base, 


CH,0H 


H oH i H NHCOCH, 
L-iduronato N-acetil-p-glucosammina- 
4-solfato 
Dermatan solfato 
CH,0H EH2050; 


H OH H NHCOCH, 
D-galattosio N-acetil-p-glucosammina- 
6-solfato 
Cheratan solfato 
CH,0S0; 
H O, H 
H 
QoH Hey 
H OSO; H NHSO; 
D-glucuronato-2-solfato N-solfo-p-glucosammina- 
6-solfato 


Eparina 
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Figura 10.21 Struttura ai raggi X della fibra di Ca?* ialuronato. il 
polianione ialuronato forma un'elica sinistrosa estesa a catena singo- 
la, con tre unità disaccaridiche per giro, stabilizzata da ponti idroge- 
no intramolecolari (linee tratteggiate). Gli atomi di H e di Ca?* so- 
no stati omessi per chiarezza. (Fonte: WINTER, W.T. e ARNOTT, S., 
J. Mol. Biol., 117, p. 777, 1977.) 


ff ——  epuessesig ——-» : 
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del liquido sinoviale (il fluido che lubrifica le giun- 
zioni) e l’umore vitreo degli occhi. È di solito pre- 
sente anche nelle capsule che circondano alcuni tipi 
di batteri, di norma patogeni. Le molecole di acido 
ialuronico sono composte da 250 a 25000 unità di- 
saccaridiche unite da legami B(1 — 4); le unità di- 
saccaridiche contengono acido D-glucuronico e 
N-acetilglucosammina uniti da legami B(1 —> 3) (Fig. 
10.20). Il carattere anionico dell’acido ialuronico gli 
consente di legare saldamente ioni metallici come il 
potassio, il sodio ed il calcio. L’analisi ai raggi X della 
fibra mostra che il Ca°* ialuronato forma un'elica 
a singola catena particolarmente estesa e di tipo sini- 
strorso, con tre unità disaccaridiche per giro (Fig. 
10.21). 

Le proprietà strutturali dello ialuronato si adattano 
molto bene alle sue funzioni biologiche. La sua ele- 
vata massa molecolare e il gran numero di gruppi 
anionici che tendono a respingersi rendono la mole- 
cola altamente idratata e rigida; infatti in soluzione 
questa molecola occupa un volume 100 volte più gran- 
de di quanto non sia quello secco. Le soluzioni di 
ialuronato hanno una viscosità che dipende dalla de- 
formazione (un oggetto sottoposto a uno stress de- 
formante ha applicate due forze uguali e contrarie 
a due facce contrapposte). A bassa velocità di defor- 
mazione le molecole di ialuronato formano masse ag- 
grovigliate che impediscono il flusso; cioè la soluzio- 
ne è vischiosa. Quando la forza di deformazione au- 
menta, le molecole di ialuronato tendono ad allinear- 
si con il flusso e quindi ad offrire una resistenza mi- 
nore. Questo comportamento viscoelastico rende le 
soluzioni di ialuronato un ottimo agente biologico per 
la lubrificazione e per l’assorbimento dei traumi. 

L’acido ialuronico e gli altri glicosamminoglicani 
(vedi più avanti) sono degradati dalla ialuronidasi, 
che idrolizza i legami B(1 — 4) della molecola. La 
ialuronidasi è presente in una grande varietà di tes- 
suti animali, nei batteri (dove probabilmente facilita 
l'invasione dei tessuti) e nelle tossine degli insetti e 
dei serpenti. 


Altri glicosamminoglicani 


Gli altri componenti glicosamminoglicanici della 
sostanza di base sono costituiti da 50 a 1000 unità 
disaccaridiche contenenti gruppi solforici. Le strut- 
ture prevalenti di queste sostanze in genere molto 
eterogenee sono riportate nella Fig. 10.20. 

I glicosamminoglicani più rilevanti sono: 


1. Il condroitin-4-solfato (dal greco: chondros, car- 
tilagine), uno dei componenti principali della car- 
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tilagine e di altri tessuti connettivi, ha residui di 
N-acetil-p-galattosammina-4-solfato al posto dei re- 
sidui di N-acetilglucosammina dello ialuronato. 
Il condroitin-6-solfato ha i gruppi solforici nel- 
la posizione C(6) dei residui di N-acetil-D- 
galattosammina. I due tipi di condroitin-solfato so- 
no diversamente rappresentati nei tessuti, sia in 
forme ‘omogenee che in miscele. 
3. Il dermatan solfato, così chiamato per la sua pre- 
valenza nella pelle, differisce dal condroitin-4-solfato 
per l’inversione della configurazione intorno al- 
l’atomo C(5) dei residui di f-p-glucuronato. Ciò de- 
riva dall’epimerizzazione enzimatica di questi re- 
sidui dopo la formazione della condroitina. L’epi- 
merizzazione è di solito incompleta ed il derma- 
tan solfato contiene anche residui di glucuronato 
normale. 

Il cheratan solfato (da non confondere con la pro- 

teina cheratina) contiene residui di D-galattosio e 

di N-acetil-p-glucosammina-6-solfato legati con un 

legame 6(1 — 4), alternati. È il più eterogeneo 

dei glicosamminoglicani nel senso che il suo con- 
tenuto in gruppi solforici è variabile e contiene 

anche piccole quantità di fucosio, mannosio, N- 

acetilglucosammina ed acido sialico. 

5. L’eparina è un glicosamminoglicano solforilato in 
posizioni diverse costituito prevalentemente da 
un’alternanza di residui di p-glucuronato-2-solfato 
e di N-solfo-D-glucosammina-6-solfato. L’eparina, 
al contrario degli altri glicosamminoglicani non 
è un costituente del tessuto connettivo, ma è pre- 
sente quasi esclusivamente nei granuli intracellu- 
lari dei mastociti che giacciono sulla parete delle 
arterie, specialmente nel fegato, nei polmoni e nel- 
la pelle. Essa inibisce la coagulazione del sangue 
ed il suo rilascio sembra possa prevenire l’ampli- 
ficazione della formazione del coagulo (paragrafo 
34.1E). L’eparina viene utilizzata in clinica medi- 
ca per impedire la coagulazione del sangue. L’e- 
paran solfato, un componente ubiquitario della 
superficie delle cellule e della sostanza extracellu- 
lare delle pareti dei vasi sanguigni e del cervello, 
è simile all’eparina, ma ha una composizione mol- 
to più variabile con un numero minore di gruppi 
N- ed O-solforici e un numero maggiore di gruppi 
N-acetilici. 


2 


ba 


3. GLICOPROTEINE 


Fino al 1960, si pensava che i carboidrati fosse- 
ro una specie di composti senza uno scopo preciso 
che servivano a riempire alcuni spazi rimasti vuoti. 
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I chimici delle proteine li consideravano quindi co- 
me una seccatura che complicava la purificazione del- 
le proteine. Le ricerche degli ultimi 20-30 anni han- 
no dimostrato che la maggior parte delle proteine 
sono glicoproteine; cioè hanno legati covalentemente 
dei carboidrati. Il contenuto in carboidrati nelle gli- 
coproteine può variare da meno dell’1% a più del 
90% del loro peso. Esse sono presenti in tutte le for- 
me di vita ed hanno funzioni che ricoprono l’intera 
gamma delle funzioni delle proteine in genere, com- 
prese quelle di enzima, di trasportatore, di recetto- 
re, di ormone e di proteina strutturale. La loro parte 
saccaridica ha diversi ruoli biologici importanti, ma 
in molti casi è ancora un enigma. 

Le catene polipeptidiche delle glicoproteine, come 
quelle di tutte le proteine, vengono sintetizzate sotto 
controllo genetico. Le loro catene di carboidrati, al 
contrario, sono prodotte enzimaticamente e legate co- 
valentemente al polipeptide senza la necessità di stam- 
pi di acidi nucleici (paragrafo 21.3B). Gli enzimi che 
catalizzano questi processi non sono generalmente 
disponibili in quantità sufficienti a consentire la sin- 
tesi di prodotti uniformi. Le glicoproteine possono 
avere quindi una composizione in carboidrati varia- 
bile, un fenomeno conosciuto come microeteroge- 
neità, che aumenta le difficoltà che si incontrano nel- 
la loro purificazione e caratterizzazione. 

In questo paragrafo considereremo le strutture e 
le proprietà delle glicoproteine, in particolare studie- 
remo le glicoproteine del tessuto connettivo, quelle 
della parete cellulare dei batteri e altre glicoproteine 
solubili. Vedremo poi i principi generali che gover- 
nano la struttura e la funzione delle glicoproteine. 


A. Proteoglicani 


Le proteine ed i glicosamminoglicani nella so- 
stanza solubile aggregano in modo covalente o non 


Figura 10.22 (a) Fotografia al microscopio elettronico di un proteogli- 
cano. La catena centrale di acido ialuronico che corre traversalmente 
al campo della fotografia contiene numerose proiezioni costituite da 
nuclei proteici a cui sono legate catene polisaccaridiche. (Fonte: CA- 
PLAN, A.l., Sci. Am., 251(4), p. 87, 1984, Copyright © Scientific Ame- 
rican, Inc., 1984, con permesso di riproduzione.) (b) Modello di un 
proteoglicano a forma di spazzola per pulire le bottiglie. | nuclei pro- 
teici, uno dei quali è mostrato al centro del disegno, si proiettano 
verso l'esterno, partendo dalla catena centrale di acido ialuronico. 
II nucleo è ancorato non covalentemente all’acido ialuronico attraver- 
so la sua regione globulare N-terminale, un'associazione che viene 
stabilizzata dalla proteina di legame. Il nucleo ha tre regioni che lega- 
no i saccaridi: la regione interna ha preferenzialmente oligosaccaridi 
con legami N-glicosidici; la regione centrale ha oligosaccaridi con 
legami O-glicosidici, molti dei quali hanno catene di cheratan solfa- 
to; la regione esterna lega catene di condroitin solfato, che sono lega- 
te mediante legami O-glicosidici al nucleo proteico attraverso il tri- 
saccaride galattosio-galattosio-xilosio. 
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covalente, formando un gruppo diverso di macro- 
molecole note come proteoglicani (chiamate anche 
mucoproteine). Le fotografie al microscopio elettro- 
nico (Fig. 10.22a) insieme ad esperimenti di ricostru- 
zione hanno mostrato che i proteoglicani hanno una 
architettura molecolare simile ad una spazzola per 
pulire le bottiglie (Fig. 10.225), le cui subunità del 
proteoglicano (cioè i peli irti della spazzola) sono 
attaccati non covalentemente ad uno scheletro fila- 
mentoso di acido ialuronico ad intervalli di 200-300 À. 

Le subunità del proteoglicano sono costituite da un 
nucleo proteico a cui sono legati dei glucosammino- 
glicani, molto spesso cheratan solfato e condroitin sol- 
fato. Vi sono numerosi tipi di nuclei proteici; quelli 
della cartilagine hanno una massa molecolare varia- 
bile da 200 a 300kD (questi sono tra i polipeptidi più 
grandi sintetizzati all’interno della cellula). La por- 
zione N-terminale di questo nucleo proteico molto 
esteso forma una regione globulare di 60-70 kD che 
si lega non covalentemente all’acido ialuronico, un 
legame stabilizzato da una proteina di legame con 
una massa di 40-60 kD, I carboidrati legati al nucleo 
proteico dividono questa struttura in tre regioni (Fig. 
10.22b): 


1. Un segmento N-terminale, che comprende la re- 
gione globulare che si lega all’acido ialuronico, con- 
tiene un numero relativamente piccolo di catene 
di carboidrati. Esse sono in genere oligosaccaridi 
legati covalentemente alla proteina attraverso l’a- 
tomo di N amidico di uno specifico residuo di Asn 
(paragrafo 10.3C). 

2. Una regione ricca in oligosaccaridi, molti dei qua- 
li servono come punti di ancoraggio per le catene 
di cheratan solfato. Gli oligosaccaridi sono legati 
covalentemente all’atomo di O della catena latera- 
le di specifici residui di Ser o Thr del nucleo pro- 
teico. 

3. Una regione C-terminale ricca in condroitin solfa- 
to, che è legato mediante atomi di O a residui di 
Ser del nucleo proteico attraverso il trisaccaride 
galattosio-galattosio-xilosio. 


La catena centrale di acido ialuronico, che varia in 
lunghezza da 4000 a 40000 À, può avere associati 
a sé fino a 100 nuclei proteici, ognuno dei quali lega 
circa 50 catene di cheratan solfato, ciascuna compo- 
sta da circa 250 unità disaccaridiche, e circa 100 cate- 
ne di condroitin solfato costituite da più di 1000 uni- 
tà disaccaridiche. Questo spiega l'enorme massa mo- 
lecolare di molti proteoglicani, massa che può arri- 
vare anche a 10 milioni di dalton, ed il loro grado 
di polidispersività (le differenze nelle masse moleco- 
lari tra i vari tipi di proteoglicani). 


Si è recentemente osservato che i proteoglicani pos- 
sono funzionare da modulatori di alcuni fattori di 
crescita (proteine che favoriscono la crescita o il dif- 
ferenziamento delle loro cellule bersaglio; paragrafo 
33.4C). Per esempio, il fattore basico di crescita 
dei fibroblasti (bFGF) si lega all’eparina oppure al- 
le catene di eparan solfato dei proteoglicani e viene 
riconosciuto dal suo recettore solo se complessato con 
questi glicosamminoglicani. Poiché il legame del bFGF 
all’eparina o all’eparan solfato protegge il bFGF dalla 
degradazione, il rilascio di questo fattore di crescita 
dalla matrice extracellulare per proteolisi delle pro- 
teine del nucleo dei proteoglicani oppure per parzia- 
le degradazione dell’eparan solfato rappresenta un 
meccanismo di rifornimento di complessi bFGF- 
glicosamminoglicani attivi. 

Anche altri fattori di crescita interagiscono con i 
proteoglicani. È stato suggerito che la distribuzione 
ubiquitaria ed abbondante dei proteoglicani possa li- 
mitare l’azione di questi fattori di crescita sulle loro 
cellule bersaglio a brevi distanze dalle cellule che se- 
cernono i fattori; questo fenomeno ha probabilmen- 
te un’elevata importanza nella formazione e nel man- 
tenimento dei tessuti. 


Le proprietà meccaniche della cartilagine 
dipendono dalla sua struttura molecolare 


La cartilagine è costituita da un reticolo di fi- 
bre di collageno, riempito di proteoglicani, i cui com- 
ponenti (condroitin solfato e nucleo proteico) intera- 
giscono specificamente con il collageno. 

La resistenza alla tensione della cartilagine e di altri 
tipi di tessuto connettivo, come abbiamo visto nel pa- 
ragrafo 7.2C, è una conseguenza del loro contenuto 
in collageno. La caratteristica elasticità della cartilagi- 
ne deriva invece dal suo elevato contenuto in proteo- 
glicani. La struttura estesa a spazzola dei proteoglica- 
ni e la stessa natura polianionica dei loro componenti 
condroitin solfato e cheratan solfato portano questo 
complesso a risultare fortemente idratato. L’applica- 
zione di una pressione sulla cartilagine fa uscire l’ac- 
qua da queste regioni cariche per effetto dello schiac- 
ciamento, fino a che le repulsioni carica-carica non 
impediscono un'ulteriore compressione. 

Quando viene tolta la pressione, l’acqua viene rias- 
sorbita dal tessuto. La cartilagine nelle articolazioni, 
che mancano di vasi sanguigni, viene nutrita da que- 
sto flusso di liquido determinato dai movimenti del 
corpo. Questo fatto spiega perché la cartilagine delle 
articolazioni diventa sottile e fragile dopo un lungo 
periodo di inattività. 
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B. Le pareti cellulari batteriche 


[387]I batteri sono circondati da una parete cellula- 
re rigida che conferisce loro una forma caratteristica 
(Fig. 1.1) e consente di sopravvivere in un ambiente 
ipotonico (con una concentrazione minore di quella 
intracellulare), che altrimenti porterebbe al rigonfia- 
mento della cellula fino alla rottura della membrana 
plasmatica (esplosione). Le pareti cellulari dei batteri 
hanno un significato medico molto rilevante, in quan- 
to da esse dipende la virulenza del batterio (cioè 
la capacità di provocare una malattia). Infatti i sinto- 
mi di molte malattie provocate dai batteri possono 
essere indotte negli animali con la semplice iniezio- 
ne delle loro pareti cellulari. Gli antigeni caratteri- 
stici (i marker immunologici; paragrafo 34.2) dei bat- 
teri sono componenti della parete e quindi l’iniezio- 
ne di preparazioni di questa struttura in un animale 
genera spesso l'immunità contro questi batteri. 

I batteri vengono classificati come gram-positivi 
oppure gram-negativi a seconda che siano in grado 
o meno di assumere la colorazione di gram (paragra- 
fo 1.1B). I batteri gram-positivi (Fig. 10.23a) hanno 
una parete cellulare spessa (circa 250 À) che circon- 
da la loro membrana plasmatica, mentre i batteri 
gram-negativi (Fig. 10.235) hanno una parete cellula- 


(a) Batteri gram-positivi 


Peptidoglicano 
(parete cellulare) 


Membrana 
plasmatica 


Citoplasma 


Membrana esterna 
Peptidoglicano 
(parete cellulare) 
Spazio 
periplasmatico 
Membrana 
plasmatica 


Citopiasma 


Figura 10.23 Rappresentazione schematica di sezioni di batteri gram- 
positivi (a) e gram-negativi (b). ; 
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re sottile (circa 30 À) ricoperta da una complessa 
membrana esterna. 


Le pareti cellulari dei batteri 
contengono un reticolo peptidoglicanico 


Le pareti cellulari sia dei batteri gram-negativi 
che dei batteri gram-positivi sono costituite da poli- 
saccaridi legati covalentemente a catene polipeptidi- 
che, che formano una molecola a forma di sacca che 
incapsula completamente la cellula. Questo reticolo, 
la cui struttura fu determinata in gran parte da Jack 
Strominger, viene chiamato peptidoglicano oppu- 
re mureina (dal latino: murus, parete). La compo- 
nente polisaccaridica consiste di catene lineari di 
N-acetil-glucosammina (NAG) e acido N-acetilmuramico 
(NAM) alternati e legati da legami B(1 —— 4). Il resi- 
duo di acido lattico presente nel NAM forma un 
legame amidico con un tetrapeptide contenente 
D-amminoacidi, producendo l’unità ripetitiva del pep- 
tidoglicano (Fig. 10.24). Le catene vicine e parallele 
di peptidoglicano sono legate covalentemente median- 
te ponti trasversali formati dalle catene laterali dei 
loro tetrapeptidi. Nel batterio gram-positivo Staphi- 
lococcus aureus, il cui tetrapeptide ha una sequenza 
L-Ala-D-isoglutammil-L-Lys-D-Ala, il ponte trasversa- 
le è costituito da una catena pentaglicinica che si 
estende dal gruppo carbossilico terminale di un te- 
trapeptide al gruppo amminico e di un residuo di 
Lys in un tetrapeptide vicino. La parete cellulare dei 
batteri contiene diversi strati concentrici di peptido- 
glicano, probabilmente legati tra loro in un’organiz- 
zazione tridimensionale; i batteri gram-positivi pos- 
sono avere anche venti di questi strati. 

I residui di Damminoacidi dei peptidoglicani ren- 
dono la molecola resistente alle proteasi. Il lisozima, 
però, presente nelle lacrime, nel muco e in altre se- 
crezioni corporee, come pure nell’albume dell’uovo, 
catalizza l’idrolisi dei legami glicosidici 61 — 4) tra 
i residui di NAM e di NAG. Quindi, il trattamento 
dei batteri gram-positivi con lisozima porta alla di- 
struzione delle loro pareti cellulari e conseguente- 
mente alla loro lisi (i batteri gram-negativi sono resi- 
stenti alla degradazione da parte del lisozima). Il li- 
sozima fu scoperto nel 1922 dal batteriologo inglese 


Alexander Fleming, il quale notò che uno schizzo 


di muco prodotto da uno starnuto era in grado di 
dissolvere una coltura batterica. Fleming sperò che 
il lisozima fosse l’antibiotico universale che egli cer- 
cava; in effetti, questo enzima è clinicamente ineffi- 
cace contro i batteri patogeni. La struttura ed il mec- 
canismo d’azione del lisozima sono riportati nel pa- 
ragrafo 14.2. 
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< Figura 10.24 La struttura chimica del peptidoglicano. (a) L'unità ripe- 
titiva del peptidoglicano è il disaccaride NAG-NAM, la cui catena 
laterale lattilica forma un legame amidico con un tetrapeptide. E mo- 
strato il tetrapeptide del batterio S. aureus. L'isoglutammato viene chia- 
mato in questo modo, in quanto forma un legame peptidico usando 
il suo gruppo carbossilico in posizione y. In alcune specie, il suo 
gruppo carbossilico @ è sostituito da un gruppo amidico formando 


D-isoglutammina e il residuo di Lys può avere un gruppo carbossili- ‘ 


co sul C., formando acido diamminopimelico. (b) Ii peptidoglicano 
della parete cellulare del batterio S. aureus. In altri batteri gram-negativi 
la pentaglicina che forma i ponti tra le catene può contenere ammi- 
noacidi diversi come l’Ala o la Ser. Nei batteri gram-negativi, le cate- 
ne peptidiche sono legate direttamente con legami peptidici. 


La penicillina uccide i batteri inibendo 
la biosintesi della parete cellulare 


Nel 1928, Fleming notò che la contaminazione 
casuale di una coltura batterica con la muffa Penicil- 
lium notatum lisava i batteri (una chiara dimostra- 
zione della massima di Pasteur, cioè che il caso favo- 
risce le menti preparate). La morte dei batteri era 
causata dalla presenza nella muffa della penicillina 
(Fig. 10.25), un antibiotico secreto dalla muffa stessa. 
Si incontrarono poi molte difficoltà nell’isolare e ca- 
ratterizzare questa molecola per la sua instabilità e 
passò ancora una decina di anni prima che fosse pos- 
sibile introdurla nell’uso clinico. La penicillina si le- 
ga in modo specifico, rendendoli inattivi, ad enzimi 
che operano nella formazione dei legami trasversali 
delle catene di peptidoglicano delle pareti cellulari 
dei batteri. Poiché l’espansione delle pareti cellulari 
richiede l’azione di enzimi capaci di degradare la pa- 
rete stessa, il trattamento di batteri in rapida cresci- 
ta con penicillina porta alla loro lisi; cioè la penicilli- 
na altera il normale equilibrio esistente tra biosintesi 
e degradazione della parete cellulare. Poiché nessun 
enzima umano lega la penicillina, la sua tossicità è 
molto bassa, come è richiesto per qualsiasi agente 
terapeutico. 
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Figura 10.25 La penicillina contiene un anello tiaziolico (in rosso) 
fuso con un anello 8-lattamico (in blu). Attraverso un legame peptidi- 
co sono legati all’anello lattamico gruppi R variabili. Nella benzilpe- 
nicillina (penicillina G), uno dei diversi derivati naturali clinicamente 
efficaci, R è il gruppo benzilico (CH-4). Nell’ampicillina, un deriva- 
to semisintetico, R è un gruppo amminobenzenico [-CH(NH-)g]. 
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Figura 10.26 La penicillinasi inattiva la penicillina catalizzando l'i- 
drolisi del suo anello B-lattamico formando acido penicillinoico. 


î 
O=PT_0° 
CH,0H Î 
o) 
H o, H | 
CHy 
OH H 
HO A PE cu 
H  NHCOCH, CHy 
{NAG) o 
Denso 
i 
n; 
NEsr-C=€=0=08 
CHy CH, 
D-Ala o 
O=P—0° 
CH,0H Î 
(o) 
H O, H | 
H CH, 
oH H 
HO 6) CH 
H  NHCOCH, CHa 
(NAG) Ù 
05r30ì 
Ù 
10, ONE ia 
NHi—C—CT—0—CH 
CH, CH, 
D-Ala (6) 
bega 
o==0 


Figura 10.27 Un segmento di acido teicoico con uno scheletro costi- 


N da glicerolo fosfato con un'alternanza di residui di p-Ala e di 


I batteri trattati con penicillina restano intatti, anche 
se non hanno più parete cellulare, se vengono mante- 
nuti in un ambiente ipertonico. Questi batteri, detti 
protoplasti o sferoplasti, sono sferici ed estremamen- 
te fragili, in quanto sono circondati solo dalla mem- 
brana plasmatica. I protoplasti lisano immediatamente 
dopo essere stati trasferiti in un mezzo normale. 


La maggior parte dei batteri resistenti alla penicilli- 
na secernono la penicillinasi, che inattiva la peni- 
cillina rompendo il legame amidico del suo anello 
B-lattamico (Fig. 10.26). L’osservazione che l’attività 
della penicillinasi varia con la natura del gruppo R 
della penicillina ha permesso la sintesi di penicilline, 
come l’ampicillina (Fig. 10.25), clinicamente efficaci 
contro i ceppi batterici resistenti alla penicillina. 


Le pareti cellulari dei batteri 
sono costellate di gruppi antigenici 


La superficie dei batteri gram-positivi è rico- 
perta da acidi teicoici (dal greco: teichos, mura del- 
la città), che rappresentano fino al 50% del peso sec- 
co della parete cellulare. Gli acidi teicoici sono poli- 
meri del glicerolo o del ribitolo legati da ponti fosfo- 
diesterici (Fig. 10.27). I gruppi ossidrilici di questi 
polialcoli fosforilati sono sostituiti da residui di p-Ala 
e da zuccheri come il glucosio o il NAG. Gli acidi 
teicoici sono ancorati ai peptidoglicani attraverso le- 
gami fosfodiesterici con il gruppo C(6)-OH dei resi- 
dui di NAG. Questi composti vengono detti anche 
lipopolisaccaridi (lipidi che contengono zuccheri; 
paragrafo 11.1). 

La membrana esterna dei batteri gram-negativi (Fig. 
10.235) è composta da lipopolisaccaridi complessi, pro- 
teine e fosfolipidi, organizzati in maniera molto com- 
plicata. Lo spazio periplasmatico, un compartimen- 
to acquoso che sta tra la membrana plasmatica e la 
parete cellulare peptidoglicanica, contiene proteine 
che trasportano gli zuccheri ed altre sostanze nutrien- 
ti. La membrana esterna funziona come una barrie- 
ra per le sostanze potenzialmente dannose (come la 
colorazione gram). I batteri gram-negativi sono me- 
no sensibili al lisozima ed alla penicillina, oltre che 
ad altri antibiotici, dei batteri gram-positivi. 
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La superficie esterna dei batteri gram-negativi è 
ricoperta da polisaccaridi complessi e spesso insoliti 
noti come antigeni O, che caratterizzano ogni cep- 
po batterico (Fig. 10.28). L’osservazione, che i ceppi 
mutanti di batteri patogeni mancanti degli antigeni 
O non sono invece patogeni, indica che queste strut- 
ture partecipano al riconoscimento della cellula ospi- 
te. Gli antigeni O, come implica il loro nome, rappre- 
sentano anche le strutture utilizzate dal sistema im- 
munitario dell’ospite per identificare i batteri che 
stanno invadendo l’organismo come estranei (para- 
grafo 34.2A). Gli antigeni O sono soggetti a rapide 
alterazioni mutazionali che generano nuovi ceppi bat- 
terici che l’organismo ospite all’inizio non può rico- 
noscere (le mutazioni avvengono nei geni che codifi- 
cano gli enzimi che sintetizzano gli antigeni O). Que- 
sto è un aspetto delle strategie che vengono usate 
nella guerra tra gli agenti patogeni invasori ed i si- 
stemi di difesa dell’organismo. 


C. Struttura e funzione delle glicoproteine 


Le catene di carboidrati delle glicoproteine 
sono molto diversificate 


Gli oligosaccaridi si legano alle proteine median- 
te due sistemi diversi: i legami N (attraverso un ato- 
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Figura 10.28 Alcuni dei monosaccaridi insoliti presenti negli O-antigeni 
dei batteri gram-negativi. Solo di rado questi zuccheri vengono ri- 
scontrati in altri organismi. 
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Figura 10.29 Oligosaccaridi con legami N-glicosidici. (a) Il legame 
ad una proteina di tutti gli oligosaccaridi mediante ponti N-glicosidici 
si genera tra un residuo di Asn in una sequenza amminoacidica 
Asn-X-Ser/Thr (in rosso), dove X è un qualsiasi amminoacido, ed un 
residuo di N-acetilglucosammina. (b) Questi oligosaccaridi hanno un 
nucleo ramificato composto da (NAG),(mannosio):. (©) Alcuni esem- 
pi di oligosaccaridi legati con legami N-glicosidici. (Fonte: SHARON, 
N. e Lis, H., Chem. Eng. News, 53(13), p. 28, 1981.) 
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mo di azoto) ed i legami O (attraverso un atomo di 
ossigeno). L’analisi della sequenza delle glicoprotei- 
ne ha portato alle seguenti generalizzazioni sul pun- 
to di attacco degli oligosaccaridi. 


1. Nei legami N-glicosidici (legami N), un residuo di 
NAG è invariabilmente legato (legame tipo 6) all’a- 
tomo di azoto amidico di un residuo di Asn nella 
sequenza Asn-X-Ser oppure Asn-X-Thr, dove X rap- 
presenta qualsiasi residuo amminoacidico eccetto 
Pro, 0 Asp (Fig. 10.29a). Gli oligosaccaridi che uti- 
lizzano questo tipo di legame hanno di solito un 
nucleo caratteristico (la sequenza più interna; Fig. 
10.29b), i cui residui periferici di mannosio sono 


legati ad altri residui di mannosio o di NAG. A. 


loro volta, questi residui possono essere legati ad 
altri residui saccaridici, in modo da creare la gran- 
de diversità tra questi oligosaccaridi N-legati. Al- 
cuni esempi di questi oligosaccaridi sono mostrati 
nella Fig. 10.29c. 
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Figura 10.30 Alcuni legami O-glicosidici di oligosaccaridi a glicopro- 
teine (in rosso). 


2. Il più comune legame O-glicosidico coinvolge il nu- 
cleo disaccaridico f-galattosil-(1 > 3)-a-N- 
acetilgalattosammina legato (con legame tipo a) al 
gruppo OH di residui di Ser o di Thr (Fig. 10.300). 
Meno di frequente, residui di galattosio, di man- 
nosio o di xilosio formano un a-O-glicoside con 
un residuo di Ser o di Thr (Fig. 10.30b). Il galatto- 
sio forma legami O-glicosidici con residui di 
5-idrossilisina del collageno (paragrafo 7.2C). Ad 
ogni modo non sembra possibile poter effettuare 
nessun’altra generalizzazione sugli oligosaccaridi 


con legami O-glicosidici. Essi infatti possono va- 
riare come dimensioni da un solo residuo di galat- 
tosio, come nel collageno a oltre 1000 unità disac- 
caridiche nei proteoglicani. 

3. Gli oligosaccaridi tendono a legarsi alle proteine 
in regioni che formano gomiti 8. Insieme al fatto 
che essi hanno un carattere idrofilico, questa os- 
servazione indica che gli oligosaccaridi si estendo- 
no dalla superficie delle proteine verso l’ambiente 
circostante e non partecipano alla loro struttura 
interna. Le strutture ai raggi X delle poche glico- 
proteine fino ad ora analizzate, quelle della im- 
munoglobulina G (paragrafo 34.28) e dell’emag- 
glutinina del virus dell’influenza (paragrafo 
32.4B) concordano con le ipotesi sopra tracciate. 
Ulteriore conferma arriva dal fatto che la rimo- 
zione degli oligosaccaridi non altera significativa- 
mente la struttura tridimensionale della proteina. 


Nei pesci antartici sono presenti 
proteine anticongelamento 


I pesci antartici vivono in un’acqua che ha una 
temperatura di — 1,9 °C, molto inferiore alla tempe- 
ratura di congelamento del loro sangue, calcolata in 
base al contenuto in sali e molecole neutre. Questi 
pesci non congelano per la presenza di glicoprotei- 
ne anticongelamento, sostanze cha abbassano il 
punto di congelamento dell’acqua due volte più effi- 
cacemente di una uguale quantità di NaCl, che su 
basi molari, rende queste proteine circa 500 volte più 
efficaci del NaCl. A differenza del NaCl che viene 
escluso dalla struttura del ghiaccio che si sta forman- 
do, le glicoproteine anticongelamento sono incluse 
nella fase solida del ghiaccio, ma non hanno nessun 
effetto sulla sua temperatura di fusione. 

Le glicoproteine anticongelamento sono composte 
quasi completamente dal tripeptide Ala-Ala-Thr ri- 
petuto oltre 50 volte ed ogni residuo di Thr è glicosi- 
lato dal disaccaride -galattosil(1 —> 3)-a-N- 
acetilgalattosammina (Fig. 10.300), dove R corrispon- 
de a un CH3. Studi all’NMR hanno dimostrato che 
il gran numero delle unità disaccaridiche rigide pre- 
senti in uno spazio così ristretto forzano le glicopro- 
teine anticongelamenio ad assumere una conforma- 
zione a forma di corda flessibile. Sorprendentemen- 
te la rottura di tre soli legami peptidici nella glico- 
proteina abolisce completamente le proprietà anticon- 


gelanti. Anche se il meccanismo d’azione delle glico-.. 


proteine anticongelamento non è ancora noto, i cri- 
stalli di ghiaccio che si formano in una soluzione con- 
centrata di glicoproteine anticongelamento hanno una 
struttura insolita fibrosa e quindi si pensa che queste 
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proteine possano interferire con la formazione dei 
cristalli stabilizzando l’acqua super-raffreddata. 


Alcuni pesci che vivono in acque fredde inibiscono la 
formazione del ghiaccio con polipeptidi anticonge- 
lamento, non glicoproteine, che possono essere sia ric- 
chi che poveri in residui di Ala e Cys. La struttura 
ai raggi X di un polipeptide di 37 residui ricco di Ala 
(22 residui di Ala in totale) ha dimostrato che esso 
è costituito da una singola a-elica che probabilmente 
si lega ai cristalli di ghiaccio, inibendone la crescita. 
Vi sono pure proteine che hanno l’effetto opposto, le 
proteine di nucleazione del ghiaccio. Queste ven- 
gono prodotte da alcuni tipi di batteri forse per inva- 
dere altri organismi producendo danni da congelamen- 
to. La struttura primaria ripetitiva di una di queste 
proteine suggerisce che essa possa agire come stampo 
per la formazione dei cristalli di ghiaccio nell’acqua 
super-raffreddata. 


Il muco contiene mucina 


Le secrezioni delle membrane mucose hanno 
funzioni sia protettive che lubrificanti. I loro princi- 
pi attivi sono le glicoproteine dette mucine che con- 
tengono numerose catene oligosaccaridiche cariche 
negativamente. Per esempio, ogni molecola della mu- 
cina della ghiandola sottomascellare della pecora (la 
ghiandola salivare) contiene 205 unità di a-D-N-acetil- 
neuramminato-(2 —> 6)-a-N-acetilgalattosammina le- 
gate a residui di Ser o Thr e spaziati da sei unità 
peptidiche. Le catene saccaridiche di molti tipi di mu- 
cina sono pure solforilate. Le numerose cariche ne- 
gative presenti sulla mucina le conferiscono una strut- 
tura a bastoncino che è poi responsabile delle pro- 
prietà viscoelastiche delle soluzioni acquose di que- 
ste proteine. 


Le glicoproteine con legami N-glicosidici 
presentano numerose glicoforme 


[394]È praticamente certo che una cellula sintetiz- 
za un grande repertorio di glicoproteine con legami 
N-glicosidici in cui ogni specie variante (glicoforma) 
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Figura 10.31 L'oligosaccaride microeterogeneo della RNasi B ha un 
nucleo composto da (mannosio)5(NAG),. Un sesto residuo di man- 
nosio può essere presente in varie posizioni di questo nucleo. 
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ha legati covalentemente a sé oligosaccaridi diversi. 
Per esempio, una delle glicoproteine più semplici, la 
ribonucleasi B (RNasi B) di pancreas bovino, diffe- 
risce dalla RNasi A, molecola molto ben caratterizza- 
ta e priva di carboidrati (paragrafo 8.1A), soltanto 
per il legame di una singola catena oligosaccaridica 
legata con un legame N-glicosidico. Il nucleo dell’oli- 
gosaccaride legato ha la sequenza riportata nella Fig. 
10.31, con una considerevole microeterogeneità nel 
sesto residuo di mannosio. L’oligosaccaride non mo- 
difica la conformazione della proteina, né le sue pro- 
prietà catalitiche che restano uguali a quelle della 
RNasi A. Infatti, i carboidrati sembrano avere solo 
piccoli effetti sulle proprietà biochimiche delle protei- 
ne come gli enzimi, le proteine di trasporto e gli or- 
moni. I carboidrati sembrano invece agire come se- 
gnali di riconoscimento in vari processi biologici, co- 
me vedremo in seguito. La distribuzione specie- 
specifica e tessuto-specifica delle glicoforme che ogni 
cellula sintetizza conferisce quindi alla proteina un 


* caratteristico spettro di proprietà biologiche. 


I segnali oligosaccaridici mediano 
una varietà di interazioni intercellulari 


Le glicoproteine sono costituenti importanti del- 
le membrane plasmatiche (paragrafo 11.3). La loca- 
lizzazione delle loro catene saccaridiche può essere 
determinata mediante microscopia elettronica. Le gli- 
coproteine vengono marcate con lectine che sono state 
previamente coniugate con ferritina, una proteina 
che trasporta il ferro, facilmente visibile nella mi- 
croscopia elettronica a causa del suo nucleo denso agli 
elettroni composto da idrato di ferro. Questi esperi- 
menti, effettuati con lectine a diversa specificità e 
con una varietà di specie diverse, hanno dimostrato 
che i gruppi saccaridici delle glicoproteine associate 
alla membrana sono sempre localizzati sulla super- 
ficie esterna della membrana cellulare. 

La funzione di segnali biologici operata dagli oligo- 
saccaridi è confermata anche dal fatto che il conte- 
nuto in carboidrati di una glicoproteina può deter- 
minare il suo destino metabolico. Per esempio, la ri- 
mozione di residui di acido sialico da alcune protei- 
ne del sangue rese radioattive, mediante il trattamen- 
to con una sialidasi, aumenta fortemente la velocità 
con cui queste proteine vengono allontanate dalla cir- 
colazione. Le proteine vengono assunte e degradate 
dal fegato mediante un processo che dipende dal ri- 
conoscimento ad opera di recettori del fegato di resi- 
dui saccaridici come il galattosio o il mannosio che 
vengono esposti dalla rimozione dell’acido sialico. 
«Un’etichettatura» simile governa la compartimenta- 
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Figura 10.32 Le superfici di (a) una cellula normale di topo e (b) 
una cellula cancerosa viste al microscopio elettronico. Entrambe le 
cellule sono state incubate con la lectina concanavalina A marcata 
con ferritina. La ferritina è dispersa sulla cellula normale, ma è aggre- 
gata in grappoli sulla cellula cancerosa. (Per gentile concessione di 
Garth Nicholson, University of Texas, M.D. Anderson Cancer Center.) 


zione e la degradazione delle glicoproteine all’interno 
delle cellule. 

Il fatto che le cellule cancerose sono più sensibili 
delle cellule normali all’agglutinazione ad opera del- 
le lectine, ha portato alla scoperta che la distribuzio- 
ne in carboidrati sulla superficie delle cellule cancero- 
se è significativamente diversa da quella delle cellule 
non cancerose (Fig. 10.32). Le cellule normali smetto- 
no di crescere quando entrano in contatto con altre 
cellule simili, un fenomeno noto con il nome di ini- 
bizione da contatto. Le cellule cancerose non pre- 
sentano questo controllo della crescita e formano 
quindi tumori maligni. I carboidrati sono impor- 
tanti mediatori nel riconoscimento cellula-cellula e 
sono implicati anche in processi come la fecondazio- 
ne, il differenziamento cellulare, l'aggregazione di 
cellule per formare gli organi e l’infezione da parte 
di cellule batteriche (Fig. 10.33) e di virus. 


Ruolo strutturale dei carboidrati 
legati con legami O 


La funzione dei carboidrati presenti sulle glico- 
proteine è ancora oscura. Questo fatto è particolar- 
mente vero per le glicoproteine con legami O, che 
in genere sono meno conosciute delle glicoproteine 
con legami N. I polisaccaridi legati con legami O non 
sono distribuiti uniformemente lungo la catena poli- 
peptidica, ma sono invece raggruppati in segmenti 
in cui la glicosilazione può rappresentare dal 65 
all’85% del peso e i residui di Ser e di Thr possono 
variare dal 25 al 40% dei residui presenti nella se- 
quenza (ricordate che i polisaccaridi legati con lega- 
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(b) 


mi O formano legami glicosidici con i gruppi ossidri- 
lici delle catene laterali di residui di Ser o Thr). Le 
interazioni steriche ed idrofiliche dei carboidrati pre- 
senti in questi segmenti molto glicosilati costringono 
la catena polipeptidica ad assumere una conforma- 
zione estesa. Per esempio, le mucine, glicoproteine 
con legami O di dimensioni eccezionalmente grandi 
(circa 10” D) sono costituite da catene rigide con con- 
formazioni casuali che occupano un volume più o me- 
no simile a quello di un piccolo batterio. Alle concen- 
trazioni fisiologiche, le mucine formano un reticolo 
irregolare che comprende i gel viscoelastici che pro- 
teggono le membrane delle mucose che li secernono. 

Le proteine sulla superficie di molti tipi di cellule, 
come il recettore per le LDL (paragrafo 11.4B), han- 
no una piccola regione altamente glicosilata (e quin- 
di rigida) che separa il dominio legato alla membra- 


Figura 10.33 Fotografia al microscopio elettronico a scansione del 
tessuto ottenuto dall'interno della guancia di uomo. Gli oggetti bian- 
chi di forma cilindrica sono £. coli. | batteri aderiscono a residui di 
mannosio incorporati nella membrana plasmatica delle cellule della 
guancia. Questa è la prima fase di un'infezione batterica. (Per gentile 
concessione di Fredric Silverblatt e di Craig Kuehn, Veterans Admini- 
stration Hospital, Sepulveda, California.) 
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na della glicoproteina da quello funzionale. Si pensa 
che questa organizzazione serva ad estendere il do- 
minio funzionale (qualcosa di simile al pomello di 
una maniglia) al di sopra del glicocalice molto com- 
patto della cellula (il rivestimento spesso e lanugino- 
so formato da glicoproteine e glicolipidi; paragrafo 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


I carboidrati sono aldeidi o chetoni poliossidri- 
lici con una composizione approssimata di (C - H20)n, 
e sono importanti componenti dei sistemi biologici. 
I vari monosaccaridi come il ribosio, il fruttosio, il 
glucosio ed il mannosio, differiscono nel numero di 
atomi di carbonio, nella posizione dei loro gruppi car- 
bonilici e nella loro configurazione diastereomerica. 
Questi zuccheri esistono prevalentemente in forma di 
emiacetali o di emichetali che, per gli anelli a cinque 
oa sei membri, vengono detti rispettivamente fura- 
nosi 0 piranosi. Le due forme anomeriche di questi 
zuccheri ciclici possono interconvertire per mutarota- 
zione. Gli zuccheri piranosici hanno anelli non plana- 
ri con conformazioni a barca e a sedia simili a quelle 
del cicloesano sostituito. I polisaccaridi sono tenuti 
uniti da legami glicosidici tra le unità monosaccaridi- 
che vicine. I legami glicosidici non vanno incontro a 
mutarotazione. I monosaccaridi possono essere ossi- 
dati ad acidi aldonici e glicuronici, oppure ridotti a 
alditoli. Nei deossizuccheri, un gruppo OH viene sosti- 
tuito da un H e da un gruppo ammino negli ammino- 
zuccheri. 

È possibile purificare i carboidrati con metodi cro- 
matografici ed elettroforetici. A questo riguardo è par- 
ticolarmente utile la cromatografia per affinità, usan- 
do le lectine. Le sequenze ed i legami dei polisaccaridi 
possono essere determinati con la tecnica della meti- 
lazione ed usando specifiche esoglicosidasi. Informa- 
zioni simili possono essere ottenute mediante studi 
all’NMR. La cellulosa, il polisaccaride strutturale delle 
pareti cellulari delle piante, è un polimero lineare di 
residui di glucosio legati con legami B(1 —> 4). Essa 
forma una struttura fibrosa con molti legami idroge- 
no di eccezionale resistenza che le piante immergono 
in una matrice amorfa. L’amido, il polisaccaride che 
funziona da riserva di cibo nelle piante, è costituito 
da una miscela di a-amilosio, un polimero di glucosio 
lineare con legami a(1 —> 4), e da amilopectina, un 
polimero ramificato com legami a(1 —> 4), mentre 
le ramificazioni partono da legami a(1 — 6). Il gli- 
cogeno, il polisaccaride di deposito degli animali, è 
simile all’amilopectina, ma è molto più ramificato. 
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11.3D). Questo sistema consente al dominio funzio- 
nale di interagire con le macromolecole extracellula- 
ri che non possono penetrare nel glicocalice. Di con- 
seguenza, i polisaccaridi legati con legami O oppure 
N possono avere un’importanza vitale nei processi 
di riconoscimento biologico. 


La digestione dell’amido e del glicogeno viene iniziata 


dall’a-amilasi ed è completata da specifici enzimi in-' 


testinali legati alla membrana. 

I proteoglicani della sostanza di base sono aggrega- 
ti con un’elevata massa molecolare, molti dei quali 
hanno una struttura a forma di spazzola per pulire 
le bottiglie. Le loro subunità proteoglicaniche sono com- 
poste da un nucleo proteico a cui sono legati covalen- 
temente glicosamminoglicani, di solito condroitin sol- 
fato e cheratan solfato. Il reticolo rigido di una pare- 
te batterica è costituito da catene contenenti un’alter- 
nanza di residui di NAG e di NAM legati tra loro 
da legami B(1 —> 4) attaccati con legami trasversali 
a piccoli polipeptidi; il tutto viene ad assumere una 
forma a sacco che racchiude il batterio. Il lisozima 
rompe i legami glicosidici tra i residui di NAG e di 
NAM dei proteoglicani. La penicillina inattiva specifi- 
camente gli enzimi coinvolti nella formazione dei le- 


‘ gami trasversali dei peptidoglicani. Queste due sostan- 


ze determinano la lisi dei batteri suscettibili. I batteri 
gram-positivi contengono acidi teicoici legati covalen- 
temente ai loro peptidoglicani. I batteri gram-negativi 
hanno membrane esterne con polisaccaridi insoliti e 
complessi detti antigeni O. Questi partecipano al rico- 
noscimento della cellula ospite e sono importanti nel- 
l’innesco della risposta immunitaria nell’ospite. Gli 
oligosaccaridi si legano alle proteine solo in pochi mo- 
di. Nel legame N-glicosidico, un residuo di NAG viene 
legato all’atomo di azoto amidico di un residuo di 
Asn in una sequenza Asn-X-Ser(Thr). Nei legami O- 
glicosidici, gli oligosaccaridi sono legati a residui di 
Ser 0 Thr e all’idrossilisina nel collageno. Gli oligosac- 
caridi sono localizzati sulla superficie delle glicopro- 
teine. Queste hanno funzioni che spaziano su tutto 
il campo delle attività delle proteine, ma la funzione 
dei loro carboidrati non è ancora nota. Le glicoprotei- 
ne anticongelamento abbassano il punto di congela- 
mento dell’acqua molto più di uguali quantità di NaCl, 
interferendo apparentemente con la formazione dei 


cristalli di ghiaccio. Le proprietà viscoelastiche del mu-. 


co dipendono in gran parte dai gruppi oligosaccaridi- 
ci carichi negativamente del suo componente mucina. 
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La ribonucleasi B differisce dalla ribonucleasi A, fun- 
zionalmente indistinguibile e priva di carboidrati, so- 
lo per la presenza nella sua molecola di un singolo 
oligosaccaride. 

I gruppi di carboidrati delle glicoproteine nella mem- 
brana plasmatica sono sempre localizzati sulla fac- 
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proteine sono importanti mediatori nel riconoscimen- 
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PROBLEMI 
1. Il trisaccaride mostrato sotto è il raffinosio. Qua- 
le è il suo nome sistematico? È uno zucchero ridu- 


cente? 
CH,OH P, CH, OH 
CH, 0 H 

OH Og È Oc 2 

H o H 

OH H OH H È H HO 
H HO CH, 

H OH H OH OH H OH 


Raffinosio 


2. Il nome sistematico del melezitosio è 0O-a-D- 
glucopiranosil-(1 —— 3)-0-8-D-fruttofuranosil- 
(2 —=> 1)-a-D-glucopiranoside. Scrivete la formula 
della molecola. È uno zucchero riducente? 


3. Date il nome della forma lineare del p-glucosio usan- 
do il sistema di nomenclatura della chiralità (RS). [Ve- 
di paragrafo 4-2C. Nota: la priorità a livello del C(1) 
è maggiore di quella del C(6).] 


*4. Scrivete la formula &-furanosica del p-talosio e la for- 
ma f-piranosica dell’L-sorbosio. 


5. Il prodotto della riduzione con NaBHy del p-glucosio 
può essere chiamato L-sorbitolo o D-glucitolo. Spie- 
gate perché. 


6. Quanti diversi disaccaridi sono ottenibili dal 
p-glucopiranosio? E quanti trisaccaridi? 


7. Una molecola di amilopectina è costituita da 1000 
residui di glucosio ed è ramificata ogni 5 residui. 
Quante unità riducenti avrà? 


8. La maggior parte della carta viene prodotta rimuo- 
vendo la lignina dalla polpa del legno e formando 
con la massa prodotta fogli di fibre di cellulosa non 
orientate. La carta non trattata perde molta della sua 
resistenza quando viene bagnata con acqua, ma la 
mantiene se viene bagnata invece con olio. Spiegate 
perché. 


*9. Scrivete il meccanismo chimico per la mutarotazio- 
ne catalizzata da un acido del glucosio. 


10. I valori del potere rotatorio per gli anomeri a e #8 
del p-galattosio sono rispettivamente 150,7° e 52,8°. 
Una miscela contenente il 20% di a-D-galattosio e 
180% di 8-p-galattosio viene disciolta in acqua a 20 
°C. Qual è il valore iniziale del potere rotatorio? Do- 
po sette ore il potere rotatorio specifico della miscela 


11. 
12. 


13. 


14. 


*15. 


16. 
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ha raggiunto il valore all’equilibrio di 80,2°. Qual 
è la sua composizione anomerica? 


Quali sono i nomi degli epimeri del D-gulosio? 


La metilazione completa di un trisaccaride seguita 
da idrolisi acida produce quantità equimolari di 
2,3,4,6-tetra-O-metil-p-galattosio, 2,3,4-tri-O-metil-p- 
mannosio e 2,4,6-tri-O-metil-p-glucosio. Il trattamento 
con 8-galattosidasi produce p-galattosio ed un disac- 
caride. Il trattamento di questo dissaccaride con a- 
mannosidasi produce p-mannosio e D-glucosio. Scri- 
vete la struttura del trisaccaride ed il suo nome siste- 
matico. 


L’enzima 8-amilasi stacca unità successive di malto- 
sio dall’estremità non riducente di un (1 —> 4) glu- 
cano, ma non è in grado di rompere a livello di resi- 
dui di glucosio con legami a(1 —= 6). Il prodotto 
finale della digestione completa dell’amilopectina con 
B-amilasi viene detta destrina limite. Scrivete una 
rappresentazione schematica della molecola dell’ami- 
lopectina e indicate quali parti della molecola costi- 
tuiscono la destrina limite. 


Una dimostrazione della massima di P.T. Barnum che 
ogni minuto nasce uno sciocco è data dalla regolare 
comparsa sul mercato di nuovi «aiuti per dimagri- 
re». Una recente panacea «mangia tutto quello che 
vuoi», che viene presentata come un bloccante per 
l’amido (che la Food and Drug Administration, FDA, 
alla fine proibirà) contiene una proteina estratta dai 
fagioli capace di inibire l’a-amilasi. Se questa sostan- 
za lavora come è stato detto, cosa non vera, quali 
spiacevoli effetti si potrebbero incontrare dopo aver 
ingerito un cibo contenente amido? Discutete per- 
ché questa proteina che inibisce in vitro l’a-amilasi 
non funziona nell’intestino dopo ingestione orale. 


Il trattamento di un campione di 6 g di glicogeno con 
il reagente di Tollen seguito da una metilazione com- 
pleta e da idrolisi produce 3,1 mmoli di 2,3-di-0- 
metilglucosio e 0,0031 mmoli di 1,2,3-tri-0- 
metilgluconico oltre ad altri prodotti. (a) Quale frazio- 
ne di residui di glucosio erano ai punti di ramificazio- 
ne (1 —> 6) e qual è il numero medio di residui per 
ramificazione? (b) Quali sono gli altri prodotti dell’idrolisi 
dopo la metilazione e in quale quantità si formano? (0) 
Qual è la massa molecolare media del glicogeno? 


Inoculando metil-a-D-mannoside nella vescica di un 
topo si previene la colonizzazione del suo tratto uri- 
nario da E. coli. Qual è la ragione di questo effetto? 


OO 
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1. Classificazione dei lipidi 
A. Acidi grassi 
B. Triacilgliceroli 
C. Glicerofosfolipidi 
D. Sfingolipidi 
E. Colesterolo 


A. Micelle e doppi strati 
B. Liposomi 


3. Membrane biologiche 

. Proteine di membrana 

. Modello del mosaico fluido della struttura della membrana 
. La membrana dell’eritrocita 

. Gruppi sanguigni 

. Le giunzioni comunicanti 


magna > 


. Organizzazione delle membrane e trasporto mirato 
delle proteine 


4. Lipoproteine 
A. Struttura delle lipoproteine 
B. Funzione delle lipoproteine 
C. Disfunzione delle lipoproteine nell’aterosclerosi 
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Lipidi 
e membrane 


Le membrane hanno la funzione di organiz- 
zare i processi biologici compartimentalizzandoli. La 
cellula, l’unità di base della vita, è essenzialmente 
definita dalla membrana plasmatica che la circonda. 
Inoltre negli eucarioti, molti organelli subcellulari, 
come i nuclei, i mitocondri, i cloroplasti, il reticolo 
endoplasmatico e l’apparato del Golgi (Fig. 1.5), sono 
anch’essi circondati da una membrana. 

Le membrane biologiche sono strutture organizza 
te di lipidi e di proteine con piccole quantità di car- 
boidrati. Esse non sono però barriere impermeabili 
al passaggio dei materiali e regolano invece la compo- 
sizione del mezzo intracellulare controllando il flusso 
delle sostanze nutrienti, dei prodotti di scarto, degli 
ioni eccetera, dentro e fuori dalla cellula. Le mem- 
brane sono in grado di svolgere questo lavoro me- 
diante «pompe» immerse nella loro struttura che tra- 
sportano specifiche sostanze contro un gradiente elet- 
trochimico o permettono il loro passaggio in favore 
di questo gradiente (Capitolo 18). 

Molti processi biologici fondamentali avvengono al- 
l’interno della struttura della membrana. Per esem- 
pio, il trasporto degli elettroni e la fosforilazione os- 


sidativa (Capitolo 20), processi che ossidano le sostan- | 


ze nutrienti con la concomitante produzione di ATP, 
sono mediati da una batteria organizzata di enzimi 
localizzati sulla faccia interna della membrana mito- 
condriale interna. La fotosintesi, in cui l'energia del- 
la luce viene utilizzata per favorire la combinazione 
chimica dell’acqua e della CO, per formare carboi- 
drati (Capitolo 22), avviene nella membrana interna 
dei cloroplasti. I processi informativi, come gli sti- 
moli sensori o le comunicazioni intracellulari, sono 
in genere fenomeni basati sulla membrana. Gli im- 
pulsi nervosi sono mediati dalle membrane delle cel- 
lule nervose (paragrafo 34.4C) e la presenza di certe 
sostanze, come gli ormoni e le sostanze nutrienti, vie- 
ne riconosciuta da specifici recettori legati alla mem- 
brana cellulare (paragrafo 34.4B). 

In questo capitolo esamineremo la composizione, 
la struttura delle membrane biologiche e delle so- 


306 Capitolo 11 


stanze ad esse correlate. I processi biochimici media- 
ti dalle membrane che abbiamo citato prima saran- 
no trattati invece in capitoli successivi. 


1. CLASSIFICAZIONE DEI LIPIDI 


I lipidi (dal greco: lipos, grasso) sono sostanze 
di origine biologica, solubili nei solventi organici come 
il cloroformio, ma pochissimo solubili in acqua. 1 grassi, 
gli oli, alcune vitamine e ormoni, e la gran parte dei 
componenti non proteici delle membrane sono lipidi. 
In questo paragrafo discuteremo la struttura e le pro- 
prietà fisiche delle principali classi di lipidi. 


A. Acidi grassi 


Gli acidi grassi sono acidi carbossilici con lun- 
ghe catene idrocarburiche (Fig. 11.1). Essi sono di ra- 
do liberi in natura, ma sono presenti in forma esteri- 
ficata come componenti principali dei vari tipi di li- 
pidi descritti in questo capitolo. I tipi più comuni di 
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acidi grassi biologici sono elencati nella Tabella 11.1. 
Nelle piante e negli animali superiori, gli acidi grassi 
predominanti sono le specie Cig e C13 comprendenti 
gli acidi palmitico, oleico, linoleico e stearico. Gli 
acidi grassi con meno di 14 atomi di carbonio o con 
più di 20 atomi di carbonio sono meno frequenti. 
La maggior parte degli acidi grassi hanno un numero 
pari di atomi di carbonio, in quanto vengono sinte- 
tizzati mediante la concatenazione di unità a due ato- 
mi di carbonio (paragrafo 23.4C). Più della metà de- 
gli acidi grassi delle piante e degli animali sono insa- 
turi (contengono doppi legami) e spesso sono anche 
poliinsaturi (contengono due o più doppi legami). Gli 
acidi grassi dei batteri sono solo di rado poliinsaturi, 
ma sono ramificati, idrossilati, o contengono anelli 
di ciclopropano. Acidi grassi insoliti sono presenti 
negli oli o nelle cere (esteri di acidi grassi e di alcoli 
a catena lunga) e sono prodotti dalle piante. 


Le proprietà fisiche degli acidi grassi 
variano con il loro grado di insaturazione 


La Tabella 11.1 indica che il primo doppio le- 


3 


Simbolo* . Nome comune Nome sistematico Struttura t.f.(°0)** 
Acidi grassi saturi 
12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CH3(CH.) COOH 44,2 
14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CH3(CH,),CO0H 52 
16:0 Acido palmitico Acido esadecanoico CH3(CH)+COOH 63,1 
18:0 Acido stearico Acido ottadecanoico CH3(CH3);, COOH 69,6 
20:0 Acido arachidico Acido eicosanoico CH3(CH);gCOOH 75,4 
22:0 Acido beenico Acido docosanoico CH3(CH;),gCO00H 81 
- 24:0 Acido lignocerico Acido tetracosanoico CH3(CH):,COOH 84,2 
Acidi grassi insaturi (tutti i doppi legami hanno una configurazione cis) 
16:1 Acido palmitoleico Acido 9-esadecenoico CH3(CH)sCH = CH(CH,),COOH —-0,5 
18:1 Acido oleico Acido 9-ottadecenoico CH3(CH)7CH = CH(CH,),COOH 13,4 
18:2 Acido linoleico Acido 9,12-ottadecadienoico CH3(CHx)4(CH = CHCH)),(CH,)gCOOH -9 
18:3 Acido a-linolenico Acido i CH3CH(CH = CHCH,):(CH.)}g<COOH —17 
9,12,15-ottadecatrienoico 
18:3 Acido y-linolenico Acido 6,9,12-ottadecatrienoico — CH3(CH)x(CH = CHCH;)3(CH)};COOH 
20:4 Acido arachidonico Acido 
5,8,11,14-eicosatetraenoico CH3(CHx)4(CH = CHCH)4(CH),COOH — 49,5 
20:5 EPA Acido CH3CH3(CH = CHCH;)(CH.), COOH — 54 
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 
24:1 Acido nervonico Acido 15-tetracosenoico CH3(CH),CH = CH(CH,),;}COOH 39 


* Numero degli atomi di carbonio: Numero dei doppi legami. 


** Temperatura in funzione di °C. 


Fonte: Dawson, R. MC., EuuoTt, D.C., ELuott, W.H. e Jones, K.M., Data for Biochemical Research, 2a ed., Capitolo 11, Clarendon Press, 1969. 
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Figura 11.1 Formule di struttura di alcuni acidi grassi Cig. ! doppi 
legami hanno una configurazione cis. 


game di un acido grasso comune è presente tra gli 
atomi di carbonio C(9) e C(10), cominciando a conta- 
re dall’atomo di carbonio carbossilico (un 4° oppure 
un doppio legame 9). Negli acidi grassi poliinsaturi, 
i doppi legami tendono ad essere presenti a livello 
di ogni terzo atomo di carbonio a partire dal gruppo 
metilico terminale della molecola (ad esempio, 
—CH=CH—CH,-CH=CH—). I doppi legami negli 
acidi grassi poliinsaturi non sono quasi mai coniuga- 
ti (cioè, —CH=CH-CH=CH—). I tripli legami non 
sono praticamente riscontrabili negli acidi grassi e 
negli altri composti di origine biologica. 

Gli acidi grassi saturi sono molecole molto flessibili 
che possono assumere una vasto campo di conforma- 
zioni in quanto sono relativamente libere di ruotare 


intorno ai loro legami C—C. La loro conformazione 


estesa è quella con un minimo di energia poiché que- 
sta disposizione minimizza le interferenze steriche 
tra i gruppi metilenici di catene vicine. I punti di 
fusione degli acidi grassi saturi, come quelli della 
maggior parte delle sostanze, aumenta con la massa 
molecolare (Tabella 11.1). 


I doppi legami degli acidi grassi hanno quasi sem- 
pre una configurazione cis (Fig. 11.1). Il doppio lega- 
me genera nella catena idrocarburica dell’acido grasso 
un gomito rigido con un angolo di 30° che interfe- 
risce con l’impacchettamento delle molecole e gli spa- 
zi risultano meno riempiti. La conseguente riduzio- 
ne delle interazioni di van der Waals causa una di- 
minuzione del punto di fusione dell’acido grasso in 
parallelo al suo grado di insaturazione (Tabella 11.1). 
Allo stesso modo, la fluidità dei lipidi aumenta con 
il grado di insaturazione dei loro componenti. Que- 
sto fenomeno, come vedremo nella paragrafo 11.3B, 
ha importanti conseguenze per le proprietà delle 
membrane. 


B. Triacilgliceroli 


[403]I grassi e gli oli presenti nelle piante e negli 
animali sono costituiti da miscele di triacilgliceroli 
(detti anche trigliceridi oppure grassi neutri). Que- 
ste sostanze non polari ed insolubili in acqua sono 
esteri del glicerolo, in cui tutti i suoi tre ossidrili 
sono esterificati con acidi grassi: 


"CHy—0H 
“CH—0H 
°CH,—0H 


Glicerolo 


4 I 
CH, —0—C—R3 


Triacilglicerolo 


Negli animali i triacilgliceroli funzionano come riser- 
va energetica e sono ‘quindi la classe di lipidi più ab- 
bondante, anche se non sono componenti delle mem- 
brane biologiche. 

I triacilgliceroli differiscono in base all’identità ed 
alla posizione dei tre residui di acido grasso nella lo- 
ro molecola. I cosiddetti triacilgliceroli semplici con- 
tengono un solo tipo di residuo di acido grasso e so- 
no contraddistinti da una nomenclatura che rispec- 
chia questa caratteristica. 

Per esempio, il tristearoilglicerolo o tristearina 
‘contiene solo residui di acido stearico, mentre il trio- 
leoilglicerolo o trioleina ha tre residui di acido olei- 
co. I più comuni triacilgliceroli misti contengono 
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due o tre tipi diversi di acidi grassi e sono chiamati 
in base alla posizione delle varie catene idrocarburi- 
che sul glicerolo. 


CH, CHy 
CH3 CH 
18 i 18 s 


1-palmitoleoil-2-linoleoil- 
8-stearoil-glicerolo 


I grassi e gli oli ( che differiscono soltanto per il fatto 
che i grassi sono solidi a temperatura ambiente, men- 
tre gli oli sono liquidi) sono miscele complesse di tria- 
cilgliceroli semplici e misti, la cui composizione in 
acidi grassi varia con il tipo di organismo che li ha 
prodotti. Gli oli delle piante sono di solito più ricchi 
di residui di acidi grassi insaturi rispetto ai grassi 
degli animali, come indica il minore punto di fusio- 
ne degli oli. 


I triacilgliceroli funzionano 
come riserve di energia 


[404]I grassi rappresentano una forma molto effi- 
ciente di conservazione dell’energia metabolica. Infat- 
ti, i grassi sono meno ossidati dei carboidrati e delle 


© 88-08-10538-5 


proteine e quindi producono più energia durante la 
loro ossidazione. 
Inoltre i grassi, essendo sostanze non polari, possono 
essere conservati in forma anidra, mentre il glicoge- 
no, per esempio, lega due volte il suo peso di acqua, 
in condizioni fisiologiche. 
I grassi forniscono sei volte più energia metabolica 
di un peso equivamente di glicogeno idratato. 
Negli animali, gli adipociti (cellule del tessuto gras- 
so; Fig. 11.2) sono specializzati per la sintesi e la con- 
servazione dei triacilgliceroli. Mentre alcuni tipi di 
cellule hanno soltanto poche piccole gocce di grasso 
disperse nel loro citoplasma, gli adipociti arrivano 
ad essere quasi completamente riempiti da vacuoli 
di grasso. Il tessuto adiposo è molto abbondante 
nello strato sottocutaneo e nella cavità addominale. 
Il grasso presente in un uomo normale (il 21% nei 
maschi ed il 26% nelle femmine) consente loro di so- 
pravvivere a digiuni di 2-3 mesi. 
AI contrario, il rifornimento che deriva dal glicoge- 
no del corpo, che funziona da riserva di energia a 
breve termine, può servire per meno di un giorno. 
Lo strato sottocutaneo di grasso funziona anche da 
isolante termico ed è particolarmente importante per 
gli animali acquatici a sangue caldo, esposti a basse 
temperature, come le balene, le foche, le oche ed i 
pinguini. 


Figura 11.2 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di adi- 
pociti. Ogni cellula contiene globuli di grasso che riempiono quasi 
completamente la cellula. (Fred E. Hossler/Visual Unlimited.) 
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C. Glicerofosfolipidi 


I glicerofosfolipidi (oppure fosfogliceridi) so- 
no i principali componenti lipidici delle membrane bio- 
logiche. Essi sono costituiti da sn-glicerolo-3-fosfa- 
to (Fig. 11.3) esterificato nelle posizioni C(1) e C(2) 
con acidi grassi e con il suo gruppo fosforico legato 
ad un gruppo X, per formare la classe di sostanze 
rappresentate nella Fig. 11.3b. I glicerofosfolipidi so- 
no quindi molecole anfifiliche con una «coda» alifati- 
ca non polare e con una «testa» polare costituita dal 
gruppo fosforil-X.I più semplici glicerofosfolipidi, in 
cui X è un atomo di idrogeno, sono gli acidi fosfati- 
dici; essi sono presenti solo in piccole quantità nelle 
membrane biologiche. Nei glicerofosfolipidi comune- 
mente presenti nelle membrane biologiche, le teste po- 
lari sono derivate da alcoli polari (Tabella 11.2). Gli 
acidi grassi saturi Cig e Cig occupano normalmente 
la posizione C(1) dei glicerofosfolipidi, mentre la po- 
sizione C(2) è occupata da un acido grasso insaturo 
con una catena da Cg a C29. Il nome dei glicerofo- 
sfolipidi dipende quindi dall’identità di questi acidi 
grassi (Fig. 11.4). Alcuni glicerofosfolipidi hanno an- 
che nomi comuni. Per esempio, le fosfatidilcoline so- 


(a) !CH,—0H 


Glicerofosfolipide 


Figura 11.3 (a) Il composto mostrato secondo la proiezione di Fischer 
(vedi paragrafo 4.2B) può essere chiamato indifferentemente 
L-glicerolo-3-fosfato oppure p-glicerolo-1-fosfato. Usando però la nu- 
merazione stereospecifica (sn), che assegna alla posizione 1 al grup- 
po che occupa la posizione pro-S di un centro prochiralico (paragrafo 
4.2C per una discussione sulla prochiralità), il composto assume il 
nome unico di sn-glicerolo-3-fosfato. (b) Formula generale dei glice- 
rofosfolipidi. R; ed R, sono le code idrocarburiche degli acidi grassi 
e X è un derivato di un alcol polare (Tabella 11.2). 


Nome di X-OH Formula di —X 
Acqua —H 
Etanolammina — CHyCHyNH7 
Colina — CH3CHsgN(CH3)z 
Serina — CHyCH(NH})C00" 


Mio-inositolo 


H OH 


Glicerolo — CHsCH(0H)CH,0H 


(0) 
Fosfatidilglicerolo 


(0) 


; Il 
— CHaCH(0H)CH°,_—0— o O—CHa 


Nome del fosfolipide 


Acido fosfatidico 


Fosfatidiletanolammina 
Fosfatidilcolina (licitina) 


Fosfatidilserina 


Fosfatidilinositolo 


Fosfatidilglicerolo 


Difosfatidilglicerolo (cardiolipina) 
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1-stearoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina 


Figura 11.4 Il glicerofosfolipide 1-stearoil-2-oleoil-3-fosfatidilcolina: 
(a) formula molecolare nella proiezione di Fischer e (b) modello spa- 
ziale. (Per gentile concessione di Richard Pastor, FDA.) 


no dette anche lecitine; i difosfatidilgliceroli, i glice- 
rofosfolipidi «doppi», sono chiamati cardiolipine (in 
quanto furono per la prima volta isolati dal muscolo 
cardiaco). 

I plasmalogeni sono glicerofosfolipidi in cui il so- 
stituente sul C(1) del glicerolo è legato mediante un 
legame etere «,8-insaturo nella configurazione cis, 
e non dal solito legame estere. 


Xx 
Ò 
o=P-07 

i 

CHo — cn c&, 

o 0 

cn c=o 

A 2 

R. 


Un plasmalogeno 


L’etanolammina, la colina e la serina rappresentano 
le teste polari più comuni dei plasmalogeni. 
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D. Sfingolipidi 


Gli sfingolipidi, che sono tra i principali costi- 
tuenti delle membrane, sono derivati degli amminoal- 
col C1g sfingosina e diidrosfingosina (Fig. 11.5) e 
dai loro omologhi Cig, C17, Cig € C20. I loro derivati 
con gli acidi grassi legati all’atomo di azoto ammini- 
co (legame N), i ceramidi, 


OH H OH 
me-c— = 
aa 

scio go "È HO 
R (CHo) 10 

CHy 


Un ceramide 


sono presenti solo in piccole quantità nelle piante e 
nei tessuti animali, ma sono i precursori di altri sfin- 
golipidi più abbondanti: 


1. Le sfingomieline, gli sfingolipidi più comuni, so- 
no ceramidi che hanno un gruppo fosfocolinico 
o fosfoetanolamminico (Fig. 11.6) e quindi posso- 
no essere classificati come sfingofosfolipidi. An- 
che se le sfingomieline differiscono chimicamente 
dalla fosfatidilcolina e dalla fosfatidiletanolam- 
mina, la loro conformazione e la loro distribuzio- 
ne di cariche sono abbastanza simili. Il rivesti- 
mento di mielina membranosa che circonda ed 
isola elettricamente molti assoni delle cellule ner- 
vose (paragrafo 34.4C) è particolarmente ricca in 
sfingomielina. 


5 
HOCHo— i an Ii i =C— (CHo)}9 = CHg 
+ 
H3N OHH 
Sfingosina 
Li 
+ HOCHo— = C — CHo — CHo— (CH9);9 — CHg 
+ 
HgN OH 
Diidrosfingosina 


Figura 11,5 | centri chiralici sul C(2) e sul C(3) della sfingosina e 
della diidrosfingosina hanno le configurazioni mostrate nelle proie- 
zioni di Fischer. Il doppio legame nella sfingosina ha una configura- 
zione trans. 


[408 | 
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(b) 


Figura 11.6 Una sfingomielina: (a) formula di struttura nella proiezio- 
ne di Fischer e (b) modello spaziale. Si noti la somiglianza conforma- 
zionale ai glicerofosfolipidi (Fig. 11.4). (Per gentile concessione di 
Richard Pastor, FDA). 


2. I cerebrosidi, gli sfingoglicolipidi più semplici, 
sono ceramidi con una testa polare costituita da 
un singolo residuo saccaridico. I galattocerebro- 
sidi, che sono molto rappresentati nelle membra- 
ne delle cellule neuronali, hanno come testa pola- 
re un f-D-galattosio. 


CH,0H 


Residuo di 
B-D-galattosio 


ds a 
aero en 
NH CH 
| Il 
0= ri BE 
n R (CHo),g 
Residuo di I 
acido grasso CHg 


Sfingosina 
Un galattocerebroside 


I glucocerebrosidi, che hanno invece un resi- 
duo di 8-p-glucosio, sono presenti nelle membra- 
ne di altri tessuti. I cerebrosidi, al contrario dei 


fosfolipidi, mancano del gruppo fosforico e sono 
quindi più frequentemente composti non ionici. 1 
residui di galattosio di alcuni galattocerebrosidi 
sono però solforilati nella posizione C(3), forman- 
do i composti ionici detti solfatidi. Gli sfingogli- 
colipidi più complessi contengono come testa po- 
lare oligosaccaridi non ramificati composti da quat- 
tro residui saccaridici. . 

3. I gangliosidi formano il gruppo di sfingoglicoli- 
pidi più complesso. Essi sono ceramidi con una 
testa polare costituita da un oligosaccaride che con- 
tiene tra i suoi residui saccaridici almeno un resi- 
duo di acido sialico (acido N-acetilneuramminico 
ed i suoi derivati; paragrafo 10.1C). Le strutture 
dei gangliosidi Gmi, Gm2 e Gg, tre degli oltre 60 
conosciuti, sono mostrate nella Fig. 11.7. I gan- 
gliosidi sono presenti nella membrana alla super- 
ficie della cellula e costituiscono una frazione si- 
gnificativa dei lipidi del cervello (il 6%). Gli altri 
tessuti contengono i gangliosidi, ma in quantità 
inferiori. 


[407 ]I gangliosidi hanno importanti significati me- 
dici e fisiologici. Le loro teste polari con carboidrati 
complessi che si estendono dalla superficie esterna 
della membrana della cellula agiscono come recetto- 
ri per alcuni ormoni glicoproteici pituitari che rego- 
lano un certo numero di importanti funzioni fisiolo- 
giche (paragrafo 34.4A). I gangliosidi sono i recettori 
anche delle tossine batteriche, come la tossina del co- 
lera (paragrafo 34.4B). Sembra che anche i gangliosi- 
di siano specifici determinanti nel riconoscimento 
cellula-cellula e quindi operano probabilmente nella 
crescita e nel differenziamento dei tessuti e pure nella 
carcinogenesi. Disordini nella demolizione dei gan- 
gliosidi sono responsabili di alcune malattie eredi- 
tarie con disfunzioni nella conservazione degli 
sfingolipidi, come la malattia di Tay-Sachs, che 
sono sempre caratterizzate da una degenerazione 
neurologica fatale (paragrafo 23.8C). 


E. Colesterolo 


Gli steroidi, la maggior parte dei quali è di ori- 
gine eucariotica, sono derivati del ciclopentanope- 
ridrofenantrene (Fig. 11.8). Il più chiacchierato, il 
colesterolo (Fig. 11.9), è sicuramente lo steroide più 
abbondante negli animali, ma viene classificato co- 
me uno sterolo per il suo gruppo C(3)—OH e per 
la catena alifatica composta da 8-10 atomi di carbo- 
nio presente sul suo C(17). 

Il colesterolo è uno dei principali componenti delle 
membrane plasmatiche delle cellule animali, ma è me- 
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{acido sialico) 


Figura 11.7 Il ganglioside Gm{:(a) formula di struttura con residuo 
di sfingosina nella proiezione di Fischer e (b) modello spaziale. ! gan- 
gliosidi Gm2 e Gw3 differiscono dal Gy; soltanto per l'assenza dei 
residui terminali di p-galattosio e di N-acetilgalattosammina. Altri gan- 
gliosidi hanno nell’oligosaccaride gruppi carichi diversi. (Per gentile 
concessione di Richard Venable, FDA). 


Ciclopentanoperidrofenantrene 


Figura 11.8 Il ciclopentanoperidrofenantrene, un composto simile agli 
steroidi, è costituito da quattro anelli saturi fusi tra loro. E indicato 
anche il sistema standard di indicazione degli anelli. 


no rappresentato nelle membrane degli organelli sub- 
cellulari. 

Il suo sruppo OH polare gli conferisce un debole ca- 
rattere anfipatico, mentre il suo sistema ad anelli fu- 
si genera una rigidità nella molecola superiore a quel- 
la degli altri lipidi della membrana. Il colesterolo è 


p-glucosio 
CH,OH 


(CHa)tg 
CH, 


Acido 
stearico 


Colesterolo 


{b) 


Figura 11.9 Il colesterolo: (a) formula di struttura con la numerazione 
standard e (b) modello spaziale. Il sistema ad anelli rigido del coleste- 
rolo rende questo composto meno flessibile dei lipidi di membrana. 
(Per gentile concessione di Richard Pastor, FDA.) 


quindi un importante determinante delle proprietà 
della membrana. Esso è abbondante anche nelle lipo- 
proteine del plasma sanguigno (paragrafo 11.4), do- 
ve circa il 70% del colesterolo totale è esterificato ad 
acidi grassi a lunga catena, formando gli esteri del 
colesterolo. 
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Colesteril stearato 


N colesterolo è il precursore metabolico degli ormo- 
ni steroidei, sostanze che regolano una grande va- 
rietà di funzioni fisiologiche, compresi lo sviluppo 
sessuale e il metabolismo dei carboidrati (paragrafo 
34.4A). Il dibattuto ruolo del colesterolo nelle patolo- 
gie cardiache viene discusso nella paragrafo 11.4. 
Le piante contengono piccole quantità di colestero- 
lo. I più comuni steroli presenti nelle membrane del- 
le loro cellule sono lo stigmasterolo e il f-sitosterolo 


H;C 


HO 
Stigmasterolo 


HC 


HO 
B-sitosterolo 
HgC 
N ce 
CHgy 
CH, 
CHy 
CHy 
Ho 


Ergosterolo 


che differiscono dal colesterolo soltanto nella loro 
catena alifatica. Il lievito ed i funghi hanno pure 
altri steroli di membrana, come l’ergosterolo, che 
ha un doppio legame tra gli atomi C(7) e C(8). I pro- 
carioti, con l'eccezione dei micoplasmi (paragrafo 
1.1B), non contengono steroli o ne contengono mol- 
to pochi. 


2. PROPRIETA’ 
DEGLI AGGREGATI LIPIDICI 


[409]I primi esperimenti condotti per indagare le 
proprietà fisiche dei lipidi risalgono al 1774, ad ope- 
ra dello statista e scienziato americano Benjamin 
Franklin. Nello studiare la ben nota (almeno tra i ma- 
rinai) azione dell’olio nel calmare le onde, Franklin 
scrisse: 


‘Essendo a lungo a Clapham [a Londra], dove c’è un 
grande stagno, che ho osservato un giorno essere mol- 
to increspato dal vento, ho preso un’ampolla d’olio [pro- 
babilmente olio d’oliva] e ne ho buttato un po’ nell’ac- 
qua. Vidi che l’olio si spargeva da solo con sorpren- 
dente rapidità sulla superficie... Mi spostai nella parte 
sopravvento, dove si formavano [le ondel; e qui l’olio, 
non più di un cucchiaio da tè, produsse una calma 
quasi istantanea su uno spazio di alcune iarde qua- 
drate, che si spargeva spontaneamente, estendendosi 
gradualmente fino a raggiungere il lato sottovento, ren- 
dendo tutta quella zona dello stagno, forse mezzo acro, 
liscia come uno specchio’. 


Questa è un’informazione sufficiente che consente 
di calcolare lo spessore dello strato di olio (anche se 
non sappiamo se Franklin l’abbia fatto, noi possia- 
mo; vedere il Problema 4). Sappiamo ora che l’olio 
forma uno strato monomolecolare sulla superficie del- 
l’acqua in cui le teste polari di queste molecole anfi- 
filiche sono immerse nell’acqua e le loro code idrofo- 
biche sono esposte all’aria (Fig. 11.10). 

L’effetto calmante dell’olio sull’acqua agitata è una 
conseguenza della grande riduzione della tensione 
superficiale dell’acqua. Un film superficiale di olio 


Aria 


Figura 11.10 All’interfaccia aria-acqua, le code idrofobiche del mo- 
nostrato lipidico evitano il contatto con l'acqua esponendosi all‘aria. 
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ha la debole coesione intermolecolare caratteristica 
degli idrocarburi, invece delle attrazioni intermole- 
colari forti dell’acqua, responsabili della sua grande 
tensione superficiale. Gli oli però calmano solo picco- 
le onde e non hanno alcun effetto, come più tardi 
Franklin osservò, su onde più grandi. 

In questo paragrafo vedremo come i lipidi si ag- 
gregano per formare micelle e doppi strati. Analiz- 
zeremo anche le proprietà fisiche dei lipidi da cui 
dipendono la formazione dei doppi strati, essendo 
questi la base strutturale delle membrane biologiche. 


A. Micelle e doppi strati 


Nelle soluzioni acquose, le molecole anfifiliche, 
come i saponi e i detergenti, formano micelle (aggre- 
gati globulari in cui le catene idrocarburiche sono 
fuori del contatto con l’acqua; paragrafo 2.1B). Que- 
sta organizzazione molecolare elimina i contatti sfa- 
vorevoli tra l’acqua e le code idrocarburiche delle 
molecole anfifiliche e consente la solvatazione delle 
teste polari. La formazione delle micelle è un proces- 
so cooperativo: un insieme di poche molecole anfifi- 
liche non è sufficiente a nascondere le loro code idro- 
carburiche all’acqua. Di conseguenza, le soluzioni di- 
luite di molecole anfifiliche non formano micelle, a 
meno che la loro concentrazione non superi una cer- 
ta concentrazione micellare critica (cme). Al di 
sopra di questo valore, quasi tutte le molecole anfifi- 
liche aggregano formando micelle. Il valore della cme 
dipende dall’identità della sostanza e dalle condizio- 
ni della soluzione. Per le molecole anfifiliche con co- 
de singole e relativamente corte, come il dodecil sol- 
fato, CH3(CH2):10S0$7, la cmc è circa imm. Quella 
dei lipidi biologici, molti dei quali hanno code idro- 
fobiche molto grandi, ha un valore < di 10-%m. 


(a) (b) (c) 


Spazio di 
van der Waals 


Acqua 


Figura 11.11 La sagoma affilata dello spazio di van der Waals di un 
lipide con una sola coda idrofobica (a) consente loro di impacchettar- 
si formando una micella sferica (5). il diametro di queste micelle e 
quindi la loro popolazione lipidica dipende dalla lunghezza delle 
code idrofobiche. Le micelle sferiche composte da un numero di uni- 
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I lipidi con una singola catena 
tendono a formare micelle 


La dimensione approssimativa e la forma di una 
micella possono essere predette da alcune considera- 
zioni geometriche. Le molecole anfifiliche con una 
singola catena idrocarburica, come i saponi anionici, 
formano micelle sferiche o ellissoidali a causa della 
loro forma affusolata (le teste polari idratate sono più 
grandi delle code; Fig. 11.11a e b). Il numero di mo- 
lecole in queste micelle dipende dal tipo di sostanza, 
in media si può considerare pari a qualche centinaio. 
Per una data molecola anfifilica, questi numeri pos- 
sono variare in un ambito piuttosto stretto: meno 
esposte all’acqua saranno le code idrofobiche e più 
energeticamente sfavorevole sarà il centro cavo del- 
la micella (Fig. 11.11c). Le micelle più grandi tendo- 
no duindi a schiacciarsi per eliminare la cavità cen- 
trale, ma la diminuzione della curvatura nelle zone 
schiacciate genera altri spazi vuoti (Fig. 11.11d). 


I glicerofosfolipidi e gli sfingolipidi 
tendono a formare doppi strati 


‘[412 ] Le due code idrocarburiche dei glicerofosfoli- 


pidi e degli sfingolipidi conferiscono a queste mole- 
cole anfifiliche una forma più o meno rettangolare 
(Fig. 11.12a). Le necessità steriche che bisogna rispet- 
tare per impaccare insieme queste molecole tendono 
a generare una struttura a forma di disco (Fig. 11.12b). 
L’esistenza di queste strutture con doppi strati lipi- 
dici fu proposta per la prima volta da E. Gorter e 
F. Grendel, in base al fatto che i lipidi estratti dagli 
eritrociti coprono, una volta spruzzati sotto forma 
di un monostrato sull’interfaccia aria-acqua, un’area 
due volte più grande della superficie che occupava- 


(d) 


tà lipidiche molto superiore a quello ottimale hanno lo spazio centra- 
le pieno di acqua (c). Queste micelle si possono schiacciare dato 
che il loro spazio centrale è vuoto; le micelle di forma ellissoidale 
allungata contengono diversi spazi occupati dall'acqua (d). 
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Figura 11.12 La forma rettangolare dello spazio di van der Waals 
dei fosfolipidi (a) causa la formazione di micelle a forma di disco 
organizzate in doppi strati lipidici. 


no prima nella membrana plasmatica degli eritrociti 
(Fig. 11.10; gli eritrociti hanno una sola membrana). 
I doppi strati lipidici hanno uno spessore di circa 60 À, 
misurati al microscopio elettronico e mediante la dif- 
frazione dei raggi X; questo valore corrisponde a 
quanto ci si dovrebbe aspettare quando le loro cate- 
ne idrocarburiche sono praticamente estese. Vedre- 
mo in seguito che i doppi strati lipidici sono le basi 
strutturali delle membrane biologiche. 


B. Liposomi 


Una sospensione di fosfolipidi in acqua forma 
vescicole multilamellari in cui i doppi strati si dispon- 
gono con un’organizzazione simile a quella di una 
cipolla (Fig. 11.13a). Dopo sonicazione (agitazione me- 
diante ultrasuoni), queste strutture si riorganizzano 
formando liposomi, vescicole chiuse, autosigillanti 
e contenenti solvente, circondate da un solo doppio 
strato lipidico (Fig. 11.135). Essi possono avere un dia- 
metro di alcune centinaia di À e, in alcuni tipi di pre- 
parazione, hanno dimensioni abbastanza uniformi. 
Si possono ottenere liposomi con un diametro di cir- 
ca 1000 À iniettando una soluzione di fosfolipidi in 
etanolo nell’acqua oppure sciogliendo i fosfolipidi in 
una soluzione con un detergente e dializzando poi 
via il detergente. Una volta preparati, i liposomi so- 
no abbastanza stabili e possono essere separati dalla 
soluzione in cui risiedono mediante dialisi, cromato- 
grafia per gel filtrazione oppure per centrifugazio- 
ne. È quindi possibile preparare liposomi con diversi 
ambienti interni o esterni. Le membrane biologiche 
sono costituite da doppi strati lipidici a cui sono as- 
sociate alcune proteine (paragrafo 11.3A). I liposomi 
composti da lipidi sintetici o da lipidi estratti da fon- 
ti biologiche (ad esempio, le lecitine del rosso del- 
l’uovo) sono stati utilizzati intensamente come mo- 
delli di studio delle membrane biologiche. 


(a) 
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I doppi strati lipidici sono impermeabili 
alla maggior parte delle sostanze polari 


Poiché le membrane biologiche determinano i 
confini delle cellule e degli organelli, diventa impor- 
tante stabilire la loro capacità di separare due com- 
partimenti acquosi. La permeabilità di un doppio stra- 


.to lipidico ad una certa sostanza può essere determi- 


nata formando liposomi in una soluzione contenente 
la sostanza in esame. La permeabilità viene poi valu- 
tata sostituendo la soluzione esterna e misurando la 
velocità con cui la sostanza appare nella nuova solu- 
zione esterna. È stato scoperto in questo modo che 


Figura 11.13 (a) Fotografia al microscopio elettronico delle vescicole 
multilamellari di fosfolipidi in cui ogni fascio è un doppio strato lipi- 
dico. (Per gentile concessione di Alec D. Bangham, Institute of Ani- 
mal Physiology.) (b) Fotografia al microscopio elettronico di un lipo- 
soma. La sua parete, come mostra la rappresentazione schematica 
riportata a fianco, è costituita da un doppio strato lipidico. (Per genti- 
le concessione di Walter Stoekenius, University of California, San Fran- 
cisco.) 
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Figura 11.14 Scintigrafia ai raggi y di un soggetto umano presa 24 
ore dopo l'iniezione intravenosa di liposomi marcati con un emitten- 
te ‘y. La captazione dei liposomi (quadrati bianchi e blu) avviene pre- 
ferenzialmente nel fegato (a sinistra) e nella milza (a destra). (Per gen- 
tile concessione di Gabriel Lopez-Berestein, University of Texas M.D. 
Anderson Cancer Center.) 


i doppi strati lipidici sono straordinariamente imper- 
meabili alle sostanze polari e ioniche e che la permea- 
bilità delle sostanze aumenta con la loro solubilità 
nei solventi non polari. Ciò suggerisce che per pene- 
trare in un doppio strato lipidico, una molecola di 
soluto deve cedere le sue molecole di acqua di idrata- 
zione e diventare solubile nel nucleo idrocarburico 
del doppio strato. Questo è un processo molto sfavo- 
revole per le molecole polari e quindi anche lo spes- 
sore di circa 30 À del nucleo idrocarburico di un dop- 
pio strato lipidico diventa una barriera insuperabile 
per le sostanze polari. Le misure con acqua triziata 
indicano che i doppi strati lipidici sono apprezzabil- 
mente permeabili all’acqua. Anche se è polare, le sue 
piccole dimensioni la rendono solubile nel nucleo idro- 
carburico dei doppi strati lipidici e quindi lo può at- 
traversare. 


La stabilità dei liposomi e la loro impermeabilità a 
molte sostanze rendono queste strutture veicoli idonei 
a trasportare agenti terapeutici, come farmaci o enzi- 
mi, ad un particolare tessuto. I liposomi vengono as- 
sorbiti da molte cellule mediante la fusione della loro 


© 88-08-10538-5 


membrana plasmatica con quella del liposoma. Se di- 
venta possibile identificare metodi per far sì che i lipo- 
somi fondano solo con specifiche popolazioni cellulari, 
i farmaci possono quindi essere inviati direttamente 
ad un particolare tessuto mediante la loro incapsula- 
zione in liposomi. Sono stati fatti in questi ultimi tem- 
pi molti passi avanti in questa direzione (Fig. 11.14). 


I doppi strati lipidici sono fluidi bidimensionali 


Il trasferimento di una molecola lipidica attra- 
verso il doppio strato (Fig. 11.15a), un processo chia- 
mato diffusione trasversale o flip-flop, è un even- 
to estremamente raro. Infatti, perché il trasferimen- 
to possa avvenire, è necessario che la testa polare 
del lipide attraversi il nucleo idrocarburico del dop- 
pio strato. La velocità di flip-flop dei fosfolipidi mi- 
surata con tecniche diverse è caratterizzata da tem- 
pi di dimezzamento che, al minimo, sono di alcuni 
giorni. 

Al contrario delle loro velocità di flip-flop, i lipidi 
sono molto mobili nel piano del doppio strato (diffu- 
sione laterale; Fig. 11.155). I quadri di diffrazione 
dei raggi X dei doppi strati alla temperatura fisiolo- 
gica hanno una banda diffusa ad una spaziatura di 
4,6 À, la cui larghezza è una misura della distribu- 
zione delle spaziature laterali tra le catene idrocar- 
buriche nel piano del doppio strato. Questa banda, 
che ricorda una banda caratteristica delle paraffine 
liquide, è però un indice del fatto che i doppi strati 
sono fluidi bidimensionali, in cui le catene idrocarbu- 


(a) Diffusione trasversale (flip-flop) 


L30084 


(b) Diffusione laterale 


Figura 11.15 Diffusione dei fosfolipidi in un doppio strato lipidico. 
(a) La diffusione trasversa (flip-flop) avviene mediante il trasferimento 
di una molecola di fosfolipide da un foglietto del doppio strato all’al- 
tro. (b) La diffusione laterale avviene mediante lo scambio o sposta- 
mento di molecole di fosfolipidi in un solo foglietto del doppio strato. 
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riche vanno incontro a rapidi moti flussionali (cam- 
biamenti continui) che coinvolgono rotazioni intorno 
ai loro legami C—C. 

La diffusione laterale delle molecole lipidiche può 
essere determinata quantitativamente dalla velocità 
del recupero della fluorescenza dopo fotosbian- 
camento (Fig. 11.16). Viene legato specificamente un 
gruppo fluorescente (fluoroforo) ad un componen- 
te del doppio strato lipidico e viene usato un intenso 
impulso laser focalizzato su un’area molto piccola 
(-3 um?) per distruggere (sbiancare) il fluoroforo in 
quella regione. La velocità con cui la regione sbian- 
cata recupera la sua fluorescenza, misurata median- 
te microscopia a fluorescenza, indica la velocità di 
diffusione laterale delle molecole lipidiche sbiancate 
o fluorescenti, rispettivamente fuori dall’area colpita 


(a) (b) 


Recupero 


Figura 11.16 La tecnica del recupero della fluorescenza dopo foto- 
sbiancamento: (a) un impulso di luce laser molto intenso sbianca com- 
posti florescenti (în colore) in una piccola regione di una cellula im- 
mobilizzata che ha questi composti fluorescenti legati ai componenti 
della sua membrana. (b) La fluorescenza viene recuperata nell’area 
sbiancata man mano che le molecole sbiancate si spostano laterai- 
mente lasciando il posto a molecole fluorescenti intatte. (c) La veloci- 
tà del recupero della fluorescenza dipende dalla velocità della diffu- 
sione della molecola marcata. 


(a) Sopra la temperatura di transizione 
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o verso questa stessa zona. Queste osservazioni, in- 
sieme a misure di risonanza magnetica, hanno stabi- 
lito che i lipidi nei doppi strati hanno mobilità late- 
rali molto evidenti. I lipidi nei doppi strati possono 
diffondere di circa 1 um, la lunghezza di una cellula 
batterica, in un secondo. 


La fluidità dei doppi strati varia 
con la temperatura 


Se il doppio strato viene raffreddato al di sotto 
di una temperatura caratteristica, la temperatura 
di transizione, va incontro ad una breve fase di mo- 
dificazione, chiamata transizione ordine-disordine, 
in cui diventa simile ad un gel solido (Fig. 11.17); 


(c) 


Sbiancamento 


Intensità 
della fluorescenza 


Tempo 


Figura 11.17 Variazioni della struttura di un doppio strato lipidico 
composto da fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolammina, quando la 
temperatura viene abbassata al di sotto della temperatura di transizio-. 
ne del doppio strato. (a) Sopra la temperatura di transizione, le due 
molecole lipidiche sono molto mobili nel piano del doppio strato. 
Questo stato della materia, che è ordinata in una direzione e non 
in altre, viene detto cristallo liquido. (6) Sotto la temperatura di tran- 
sizione, le molecole assumono una disposizione molto più ordinata 
formando un solido simile ad un gel. (Fonte: ROBERTSON, R.N., The 
lively membranes, pp. 69-70, Cambridge University Press, 1983.) 
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(b) Sotto la temperatura di transizione 
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cioè il doppio strato perde la sua fluidità. Sotto la 
temperatura di transizione, la banda di diffrazione 
dei raggi X a 4,6 À, caratteristica della spaziatura 
laterale tra le catene idrocarburiche in doppio strato 
liquido-cristallino, viene sostituita da una banda più 
netta a 4,2 À simile a quella delle paraffine cristalli- 
ne. Questo sta ad indicare che le catene idrocarburi- 
che in un doppio strato diventano completamente 
estese ed impaccate con una disposizione esagonale 
come nelle paraffine cristalline. 

La temperatura di transizione di un doppio strato 
aumenta con la lunghezza e con il grado di satura- 
zione dei suoi residui di acidi grassi, per le stesse ra- 
gioni con cui queste entità determinano l’aumento 


/ 


Sfingolipide 


Colesterolo 


. Fosfolipidé @® ® 


Catene 
rigide 


Figura 11.18 Rappresentazione di un doppio strato lipidico che mo- 
stra l’impacchettamento simil-liquido delle sue catene idrocarburiche. 
Nella sezione rappresentata di 30 x 30 A, sono presenti cinque mole- 
cole di glicerofosfolipidi di tre tipi diversi e quattro molecole di sfin- 
golipidi di due tipi diversi. Il gruppo OH del colesterolo posizio- 


della temperatura di fusione. Le temperature di tran- 
sizione della maggior parte delle membrane biologi- 
che variano da 10 a 40:°C. Il colesterolo, che da solo 
non forma doppi strati, diminuisce la fluidità di una 
membrana, in quanto il suo sistema steroideo rigido 
ad anelli interferisce con i movimenti delle catene idro- 
carburiche (Fig.11.18). Il colesterolo amplia anche 
l’ambito della transizione ordine-disordine e ad alte 
concentrazioni la abolisce completamente. Questo 
comportamento dipende dal fatto che il colesterolo 
inibisce la cristallizzazione delle catene degli acidi 
grassi interponendosi tra loro. Questo composto fun- 
ziona come un plastificatore delle membrane. 

[417]La fluidità delle membrane biologiche è una 


Catene flessibili 


rigide 


na il sistema ad anelli condensati della sua molecola nella parte più 
esterna del nucleo idrocarburico del doppio strato irrigidendo questa 
regione. (Fonte: CHAPMAN, D., in WEISSMAN, G. e CLAIBORNE R., {(cura- 
tori), Cell membranes, p. 22, HP Publishing, 1975.) 
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delle proprietà più rilevanti da un punto di vista fi- 
siologico, in quanto consente alle proteine immerse 
nel doppio strato di interagire tra loro (paragrafo 
11.3B). Le temperature di transizione delle membra- 
ne dei mammiferi sono ben al di sotto della tempera- 
tura corporea e quindi queste membrane hanno ca- 
ratteristiche simili a quelle di un fluido. I batteri e 
gli animali pecilotermici (a sangue freddo) come i pe- 
sci modificano (mediante la biosintesi e la degrada- 
zione) la composizione in acidi grassi dei loro lipidi 
di membrana con la temperatura dell’ambiente in 
modo da preservare la fluidità della membrana. Per 
esempio, la viscosità della membrana dell’E. coli alla 
sua temperatura di crescita resta costante anche se 
la temperatura viene variata tra i 15 e i 43 °C. 


Gli anestetici gassosi, come l’etere dietilico, il ciclopro- 
pano, l’aloetano (2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano), 
ed il gas inerte Xe, agiscono interferendo con la tra- 
smissione degli impulsi nervosi nel sistema nervoso cen- 
trale. Poiché il corpo elimina questi anestetici generali 
senza averli modificati, non sembra che essi agiscano 
chimicamente. Prove sperimentali, come la correlazio- 
ne lineare tra l’efficienza di questi anestetici e la loro 
solubilità nei lipidi, suggeriscono che queste sostanze 
alterino la struttura delle membrane dissolvendosi nel 
loro nucleo idrocarburico. La trasmissione degli impulsi 
nervosi, un processo basato sulle membrane (paragra- 
fo 34.4C), viene annullata da queste modificazioni strut- 
turali a cui le membrane neuronali sono particolar- 
mente sensibili. 


3. MEMBRANE BIOLOGICHE 


Le membrane biologiche sono composte da pro- 
teine associate alla matrice del doppio strato lipidico. 
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Le loro frazioni lipidiche sono costituite da miscele 
complesse che variano in composizione in base alla 
fonte delle membrane (Tabella 11.3) e sotto alcuni 
aspetti con la dieta e con l’ambiente in cui vive l’or- 
ganismo che ha prodotto la membrana. Le proteine 
della membrana portano avanti i processi dinamici 
associati alla membrana stessa e quindi in particola- 
ri membrane sono presenti soltanto specifiche protei- 
ne. Il rapporto tra proteine e lipidi nelle membrane 
varia considerevolmente con la funzione della mem- 
brana, come è indicato nella Tabella 11.4, anche se 
la maggior parte delle membrane sono per metà pro- 
teine. La membrana mielinica, che funziona passiva- 
mente come isolante intorno a certi tipi di fibre ner- 
vose (paragrafo 34.4C), rappresenta l’eccezione a que- 
sta regola, contenendo soltanto il 18% di proteine. 

In questa sezione discuteremo le proprietà delle pro- 
teine di membrana e del loro comportamento nelle 
membrane biologiche. Dopo di ciò, esamineremo 
aspetti particolari delle membrane biologiche e cioè 
lo scheletro della membrana dell’eritrocita, la natura 
dei gruppi sanguigni e le giunzioni comunicanti. In- 
fine, vedremo come vengono assemblate le membra- 
ne e come vengono inseriti i loro componenti proteici. 


A. Proteine di membrana 


Le proteine di membrana vengono classificate 
in base alla loro associazione con la membrana: 


1. Le proteine integrali o intrinseche sono legate 
saldamente alle membrane da forze idrofobiche 
(Fig. 11.19) e possono essere separate da loro sol- 
tanto con trattamenti che distruggono la membra- 


Lit a A £ col 
Acido fosfatidico 1,5 0,5 0 0 
Fosfatidilcolina 19 10 39 0 
Fosfatidiletanolammina 18 20 27 65 
Fosfatilglicerolo 0 0 0 18 
Fosfatidilinositolo 1 1 7 0 
Fosfatidilserina 8,5 8,5 0,5 0 
Cardiolipina 0 0 22,5 12 
Sfingomielina 17,5 8,5 0 0 
Glicolipidi 10 26 0 0 
Colesterolo 25 26 3 0 


* | valori riportati corrispondono alle percentuali in peso. 
Fonte: Tanroro, C., The hydrophobic effect, p. 109, Wiley, 1980. 
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ala 


Welibane OLE De ui ai = I, 

Membrane plasmatiche: 

Cellule di fegato di topo i 46 54 24 0,85 

Eritrocita umano 49 43 8 da 

Ameba 52 42 4 1,3 
Membrana nucleare di fegato di ratto 59 35 2 1,6 
Membrana mitocondriale esterna 52 58 (2-4)* 1,1 
Membrana mitocondriale interna 76 24 (1-2)* dà. 
Mielina 18 79 3 0,23 
Batteri gram-positivi 75 25 (10)* 3,0 
Membrana purpurea dell’Halobatterium 75 25 3,0 


* Dedotta dalle analisi. 
Fonte: Guipomi G., Annu. Rev. Biochem, 41, p. 732, 1972. 


Proteina 
integrale 
di membrana 


Figura 11.19 Le proteine di membrana in un doppio strato lipidico 
sono «solvatate» dai lipidi mediante interazioni idrofobiche tra le pro- 
teine e le code non polari dei lipidi. Le teste polari possono essere 
associate alla proteina attraverso legami idrogeno e ponti salini. (Fon- 
te: ROBERTSON, R.N., The lively membranes, p. 56, Cambridge Uni- 
versity Press, 1983.) 


na. Questi trattamenti sono i solventi organici, i 
detergenti (ad esempio, quelli nella Fig. 11.20) e 
gli agenti caotropici (ioni che distruggono la strut- 
tura dell’acqua; paragrafo 7.4E). Le proteine inte- 
grali tendono ad aggregare ed a precipitare nelle 
soluzioni acquose in assenza di detergenti o di sol- 


venti organici miscibili con l’acqua come il buta- 
nolo o il glicerolo. Alcune proteine integrali lega- 
no i lipidi così tenacemente che possono esserne 
liberate soltanto in condizioni denaturanti. 

2. Le proteine periferiche o estrinseche vengono 
dissociate dalle membrane mediante trattamenti 
blandi che lasciano le membrane intatte, come so- 
luzioni ad alta forza ionica (ad esempio NaCl im), 
agenti che chelano i metalli o variazioni di pH. 
Le proteine periferiche, per esempio il citocromo 
c, sono stabili in soluzioni acquose e non legano 
lipidi. Esse si associano alle membrane legandosi 
alla superficie, probabilmente alle proteine inte- 
grali, attraverso interazioni elettrostatiche e lega- 
mi idrogeno. 


Nei paragrafi seguenti, concentreremo la nostra at- 
tenzione sulle proteine integrali. 


Stabilità delle proteine di membrana 


Le forze idrofobiche sono le principali forze sta- 
bilizzatrici della struttura tridimensionale delle pro- 
teine globulari solubili in acqua (paragrafo 7.4). Poi- 
ché le regioni transmembrana delle proteine integrali 
di membrana sono immerse in un ambiente non po- 
lare, che cosa stabilizza la loro struttura? L’analisi 
della struttura del centro di reazione fotosintetico, 
la sola proteina integrale di membrana di cui cono- 
sciamo la struttura ai raggi X ad alta risoluzione (pa- 
ragrafo 22.2B), ha stabilito che la sua regione tran- 
smembrana, costituita da 11 a-eliche, ha un’organiz- 
zazione idrofobica esattamente opposta a quella del- 
le proteine solubili in acqua. Ciò significa che i resi 
dui esposti alla membrana del centro di reazione fo- 
tosintetico sono più idrofobici di quelli presenti nel 


iu 
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Figura 11.20. Alcuni detergenti usati nelle manipolazioni biochimi- 


che. Si noti che i detergenti possono essere anionici, cationici, zwitte- 
rionici o privi di carica. 


CH3— (CHg);;- OSO3 Na” 


Sodiododecilsolfato (SDS) 


HO 


X=H, Y=CO00 Na* Sodio deossicolato 
X=0H,Y= C0O7 Na* Sodio colato 
x=0H,Y= CO—NH—(CHy)3—N*CH3))—S0z CHAPS 


suo interno, anche se questi residui interni hanno 
un grado di idrofobicità comparabile a quello delle 
proteine solubili in acqua. Apparentemente, la strut- 
tura delle proteine transmembrana e delle proteine 
solubili in acqua sono stabilizzate dallo stesso tipo 
di forze. 


Le proteine integrali sono molecole anfifiliche 
orientate asimmetricamente 


Tutte le membrane biologiche contengono pro- 
teine integrali. La loro localizzazione sulla membra- 
na può essere determinata mediante la marcatura 
della superficie, una tecnica che utilizza agenti che 
reagiscono con le proteine ma non possono attraver- 
sare la membrana. Per esempio, una proteina inte- 
grale sulla superficie esterna di una membrana cel- 
lulare intatta lega gli anticorpi diretti contro di essa, 
ma una proteina sulla superficie interna della mem- 
brana può essere riconosciuta da un anticorpo sol- 
tanto se la membrana è stata rotta. Si possono usare 
reagenti specifici per le proteine ed impermeabili al- 
la membrana, resi radioattivi oppure fluorescenti. Me- 
diante l’impiego di questi composti è stato possibile 
dimostrare che alcune proteine integrali sono esposte 
su una specifica superficie della membrana, mentre 
altre, dette proteine transmembrana, attraversa- 
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no la membrana. Non si conoscono proteine che sia- 
no completamente immerse nella membrana, cioè tut- 
te hanno una regione esposta all'ambiente acquoso. 
Questi studi hanno anche stabilito che le membrane 
biologiche sono asimmetriche nel senso che una par- 
ticolare proteina è sempre localizzata su quella fac- 
cia della membrana oppure, nel caso delle proteine 
transmembrana, è orientata sempre nella stessa di- 
rezione rispetto alla membrana (Fig. 11.21). 

[ 422 |Le proteine integrali sono molecole anfifiliche; 
i segmenti della proteina immersi nell’interno non po- 
lare di una membrana hanno sulla loro superficie 
residui idrofobici, mentre quelle porzioni che si esten- 
dono nell’ambiente acquoso contengono gran parte dei 
residui polari della proteina. Per esempio, studi me- 
diante digestione proteolitica e modificazioni chimi- 
che hanno stabilito che la proteina eritrocitaria tran- 
smembrana glicoforina A (Fig. 11.22) ha tre domi- 
ni: (1) un dominio N-terminale localizzato all’ester- 
no, composto da 72 residui e contenente 16 catene 
di carboidrati; (2) una sequenza di 19 residui costi- 
tuita quasi completamente da residui non polari idro- 
fobici, che attraversa la membrana eritrocitaria; e (3) 
un dominio citoplasmatico C-terminale di 40 residui 
che ha un’elevata proporzione di residui carichi e 
polari. Il dominio transmembrana, come in molte 
altre proteine integrali, forma quasi certamente 
un’a-elica, soddisfacendo in questo modo la richiesta 
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Figura 11.21 Rappresentazione schematica di una membrana plasma- 
tica. Le proteine integrali (in marrone) sono immerse nel doppio stra- 
to composto da fosfolipidi (le sfere blu, con le code ondulate; mostra- 
ti proporzionalmente molto più grandi di quanto non siano in realtà) 


Esterno 


099 
sÙddda 
DISISLBGE D 
È è 08 _® 
Lx $eeass®" 

e $S 
LELELOGE $ 
D? &@ _& ST 

VIVI 


Gal - B(1 >> 3) - GalNAc - a— Ser/Thr 
A 


4 
| 2,3 (23 
NANA -- a 


Figura 11.22 La sequenza amminoacidica della glicoforina e la posi 
zione delle sue regioni che interagiscono con la membrana. La pro- 
teina, che contiene circa il 60% di carboidrati, ha quindici oligosac- 
caridi legati con legami O-glicosidico (i quadrati verdì) ed uno legato 
con legame N-glicosidico (l’esagono verde). La sequenza predomi- 
nante degli oligosaccaridi legati con legami O-glicosidici è riportata 
in basso a sinistra. La porzione di proteina transmembrana (in colori 
più scuri) è costituita da 19 residui preferenzialmente idrofobici. La 
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e da colesterolo (in giallo). 1 carboidrati delle glicoproteine (/e catene 
a palline gialle) ed i glicolipidi (fe catene a palline verdì) sono presen- 
ti soltanto sulla superficie esterna della membrana. 


Doppio strato interno 


130 


sua porzione C-terminale è localizzata sulla faccia citoplasmatica del- 
la membrana ed è ricca in residui anionici (in rosa) e cationici (în 
violetto). Vi sono due varianti genetiche comuni della glicoforina A: 
la glicoforina AM ha residui di Ser e di Gly rispetivamente nelle po- 
sizioni 1 e 5, mentre la glicoforina AN ha nelle stesse posizioni Leu 
e Glu. (Abbreviazioni: Gal = galattosio, GalNAc = N-acetilgalattosam- 
mina, NANA=acido N-acetilneuramminico (acido sialico). (Fonte: 
MARCHESI, V.T., Semin. Hematol., 16, p. 8, 1979.) 
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Figura 11.23 Grafico della variazione di energia libera che si ha nel 
trasferire un segmento ad a-elica lungo 20 residui della glicoforina 
A dall'interno della membrana all'ambiente acquoso, in funzione del- 
la posizione del primo residuo del segmento nella sequenza della 
proteina. | picchi che superano il valore di +85 kJ- mol?! stanno 
ad indicare la presenza di eliche transmembrana. (Fonte: ENGLEMAN, 
D.M., StemZz, T.A. e GOLDMAN, A., Annu. Rev. Biophys. Biophys. 
Chem., 15, p. 343, 1986.) 
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Figura 11.24 Il citocromo b, di fegato legato ad una membrana. Il do- 
minio enzimaticamente attivo della proteina (in viola), la cui struttura 
è stata stabilita dalle analisi cristallografiche ai raggi X, è ancorato al- 
la membrana da un segmento C-terminale (in marrone) idrofobico e 
probabilmente con una struttura ad a-elica; la parte iniziale e la parte 
finale di questo segmento è idrofilica (elica in viola). La sequenza del- 
l'enzima del cavallo indica che questo segmento di ancoraggio alla 
membrana è costituito da 13 residui e si trova nove residui prima del 
C-terminale della molecola (sequenza in basso). (Il diagramma a na- 
stro del dominio N-terminale è stato tratto da un disegno di Jane Ri- 
chardson, Duke University. La sequenza amminoacidica è stata tratta 
da OzaAIS, J. e CraiG, Gi, /. Biol. Chem., 253, p. 8549, 1977.) 
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di legami idrogeno da parte dello scheletro covalen- 
te polipeptidico. L’esistenza di una singola elica tran- 
smembrana nella glicoforina A può essere predetta 
dall’analisi delle variazioni dell’energia libera che si 
ha nel trasferire segmenti polipeptidici ripiegati ad 
a-elica dall’interno non polare di una membrana al- 
l’acqua (Fig. 11.23). Calcoli simili su altre proteine 
integrali di membrana hanno identificato le loro eli- 
che transmembrana. 

In molte proteine integrali, i segmenti idrofobici an- 
corano la regione attiva della proteina alla membrana. 
Per esempio, la tripsina rompe l’enzima legato alla 
membrana citocromo b; in due frammenti, il fram- 
mento N-terminale di circa 85 residui polare ed enzi- 
maticamente attivo ed un frammento di circa 50 resi- 
dui amminoacidici che resta immerso nella membra- 
na (Fig. 11.24). L’orientamento asimmetrico delle pro- 
teine integrali nelle membrane viene mantenuta dalla 
loro velocità infinitesimale di flip-flop, che deriva dal 
fatto che la «testa polare» di una proteina integrale è 
molto più grande di quella dei lipidi. L’origine di que- 
sta asimmetria viene discussa nel paragrafo 11.3F. 


La batteriorodopsina contiene 
un fascio di sette eliche idrofobiche 


Una delle proteine integrali di membrana me- 
glio caratterizzate è la batteriorodopsina ottenuta 
dal batterio alofilico (che ama il sale) Halobacter ha- 
lobium che vive in regioni molto salate come il Mar 
Morto (questo batterio cresce molto bene in NaCl 
4,3M, ma non in NaCl 2,0M; l’acqua del mare ha una 
concentrazione di NaCl di 0,6M). In carenza di ossi- 
geno, la sua membrana cellulare sviluppa delle mac- 
chie purpuree, in cui la sola proteina è la batterio- 
rodopsina. Questa proteina di 247 residui è una pom- 
pa protonica guidata dalla luce; essa genera un gra- 
diente di concentrazione di protoni attraverso la 
membrana che fornisce l’energia per la sintesi del- 
l’ATP (mediante un meccanismo discusso nel para- 
grafo 20.3B). L’elemento che assorbe la luce nella bat- 
teriorodopsina, il retinale, è legato covalentemente 
alla Lys 216 della proteina (Fig. 11.25). Questo cro- 
moforo (un gruppo che assorbe la luce) è responsa- 
bile del colore viola che assumono le membrane ed 
è pure l’elemento sensibile alla luce nella visione. 

Le membrane purpuree, in cui le proteine rappre- 
sentano il 75% ed i lipidi solo il 25%, hanno una strut- 
tura insolita se confrontata con le altre membrane 
(paragrafo 11.3B): le molecole di batteriorodopsina so- 
no organizzate in schiere bidimensionali altamente 
ordinate. Questa disposizione cristallina ha permes- 
so a Richard Henderson e a Nigel Unwin di determi- 
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Figura 11.26 (a) Modello generato al computer della batteriorodopsi- 
na basato su una mappa della densità elettronica ad una risoluzione 
di 7 À. | sette segmenti simili a bastoni rappresentano a-eliche. (Per 
gentile concessione di Nigel Unwin, Stanford University School of 
Medicine.) (b) Una organizzazione proposta per la batteriorodopsina 
in un doppio strato lipidico di una membrana purpurea. L'N-terminale 
è situato sulla faccia esterna della membrana cellulare e le eliche 
adiacenti vanno alternativamente in direzioni verso l'interno o l’ester- 
no della cellula; il C-terminale resta invece all’interno della cellula. 


nare la struttura della batteriorodopsina ad una riso- 
luzione di 7 À, combinando la microscopia elettroni- 
ca e la diffrazione degli elettroni da parte di mem- 
brane purpuree non colorate. 

La batteriorodopsina è costituita in gran parte da 
un fascio ‘di sette a-eliche a forma di bastoncino con 
25 residui ciascuna che attraversa il doppio strato li- 
pidico con una direzione quasi perpendicolare al pia- 
no della membrana (Fig. 11.26a). Gli spazi di circa 
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< Figura 11.25 Il retinale, il gruppo prostetico della batte- 
riorodopsina, forma una base di Schiff con la Lys 216 


NH della proteina. Nella rodopsina, il fotorecettore del’oc- 


chio, il legame del retinale è simile. 


La catena polipeptidica è colorata in base alla polarità delle catene 
laterali dei residui: i residui cationici sono blu, quelli anionici sono 
rossi, quelli polari non carichi sono viola e quelli non polari sono 
in marrone. Notate il carattere preferenzialmente idrofobico che assu- 
me la periferia della molecola in contatto con la membrana. (Fonte: 
ROBERTSON, R.N., The lively membranes, p. 34, Cambridge Universi- 
ty Press, 1983. Basato su un modello di EnGLEMAN D.M., HENDER- 
SON, R., MCLACHLIN, A.D. e WALLACE, A., Proc. Natl. Acad. Sci., 77, 
p. 2024, 1980.) 


20 À tra le molecole proteiche nella membrana pur- 
purea sono riempiti dal doppio strato. L’analisi dei 
frammenti ottenuti con digestione proteolitica della 
proteina immersa nella membrana, insieme a studi 
con modelli, hanno evidenziato che le a-eliche adia- 
centi, che hanno un carattere fortemente idrofobico, 


sono collegate tra loro «testa a coda» da piccoli tratti 


polipeptidici (Fig. 11.26b). Mediante questa '‘organiz- 
zazione, i residui carichi vengono posti vicino alla 


Lipidi e membrane 325 


© 88-08-10538-5 


superficie della membrana in contatto con il solven- 
te oppure in una posizione che consenta di formare 
una coppia ionica con un gruppo di carica opposta. 
I residui carichi all’interno della molecola sono loca- 
lizzati in questo modello al centro del fascio di eliche 
generando un canale idrofilico che consente il pas- 
saggio dei protoni. Esperimenti più approfonditi e 
modelli teorici hanno esteso la risoluzione della strut- 
tura della rodopsina basata sulla microscopia elettro- 
nica a 3,5 À nella direzione parallela alla membrana, 
ma soltanto a 10 À nella direzione perpendicolare. 
Il modello atomico derivato da queste indagini è so- 
stanzialmente in accordo con la struttura proposta 
e descritta nella Fig. 11.26b. Le altre pompe della 
membrana ed i canali (Capitolo 18) hanno probabil- 
mente una struttura simile. 


B. Modello del mosaico fluido 
della struttura della membrana 


La fluidità dei doppi strati lipidici artificiali sug- 
gerisce che le membrane biologiche abbiano proprietà 
analoghe. Questa idea fu proposta nel 1972 da S. Jo- 
nathan Singer e da Garth Nicholson nella loro teoria 
sulla struttura della membrana, nota come modello 
del mosaico fluido. La teoria postula che le protei- 
ne integrali si comportino come «iceberg» che flut- 
tuano in un «mare» lipidico bidimensionale (Fig. 10.21) 
e che possano diffondere liberamente in senso late- 
rale nella matrice lipidica, a meno che i loro movi- 
menti non siano limitati da associazioni con altri com- 
ponenti della cellula. 


Il modello del mosaico fluido 
è stato verificato sperimentalmente 


La validità del modello del mosaico fluido è sta- 
ta stabilita in diversi modi. Forse l’esperimento più 
consono a questo riguardo è quello di Michael Edi- 
din (Fig. 11.27) in cui cellule coltivate di topo venne- 
ro fuse con cellule umane mediante il trattamento 
con il virus di Sendai, formando una cellula ibrida 
detta eterocarionte. Le cellule di topo erano state 
marcate con un anticorpo specifico per le proteine 
del topo a cui era stato legato covalentemente un fluo- 
roforo verde (immunofluorescenza). Le proteine 
sulle cellule umane erano state marcate in modo ana- 
logo con un anticorpo con un fluoroforo rosso. Dopo 
la fusione cellulare, le proteine del topo e dell’uomo, 
osservate con un microscopio a fluorescenza, erano 
segregate in due parti distinte dell’eterocarionte. Do- 
po 40 minuti a 37 °C queste proteine si sono mesco- 


(a) 


Cellula di topo Cellula umana 


Lu 


Virus di 
Sendai 


i 


| 


Fusione 


(6) 


-40 min 


Figura 11.27 Fusione di una cellula di topo con una cellula umana 
indotta dal virus di Sendai e successivo mescolamento dei loro com- 
ponenti superficiali, osservato mediante immunofluorescenza. Gli an- 
tigeni umani e quelli di topo sono marcati rispettivamente con un 
fluoroforo rosso e verde. Il virus di Sendai incapsulato in una mem- 
brana si lega specificamente a recettori presenti su entrambe i tipi 
di cellule e poi fonde tra loro le due membrane. Ciò porta alla forma- 
zione di un ponte citoplasmatico tra le cellule che si espande in mo- 
do da formare l’eterocarionte. Le microfotografie sono state prese usan- 
do filtri che consentivano di vedere solo la luce rossa o la luce verde. 
Nella parte (b) la fotografia è stata presa con una doppia esposizione. 
(Per gentile concessione di M. Edidin, The John Hopkins University.) 


late. L'aggiunta di sostanze che inibiscono la sintesi 
proteica non rallenta la velocità del processo di me- 
scolamento; soltanto abbassando la temperatura al di 
sotto dei 15° si ha un notevole rallentamento del fe- 
nomeno. Queste osservazioni indicano che il proces- 
so di mescolamento è indipendente sia dall’energia 
metabolica che dall’inserzione di nuove proteine nella 
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Distacco dei due foglietti 
del doppio strato 


Figura 11.28 Una membrana, che è stata separata nei due foglietti 
mediante freeze fracture, espone l'interno del doppio strato lipidico 
e le proteine immerse. 


membrana. Esso è invece il risultato della diffusione 
di proteine preesistenti sulla membrana fluida, un 
processo che viene rallentato dalle basse temperature. 

Le misure del recupero della fluorescenza dopo fo- 
tosbiancamento (Fig. 11.16) indicano che le proteine 
di membrana hanno velocità di diffusione laterale 
diversa. 

Dal 30 al 90% di queste proteine possono muoversi 
liberamente e diffondere ad una velocità che è sol- 
tanto un ordine di grandezza più lento della velocità 
di diffusione del lipide più piccolo. Esse impiegano 
da 10 a 60 minuti a diffondere per circa 20 um, la 
lunghezza tipica di una cellula eucariotica. 

Altre proteine invece diffondono molto più lenta- 
mente ed alcune, a causa dei loro contatti submem- 
branosi, sono essenzialmente immobili. 

[426]La distribuzione delle proteine nella membra- 
na può essere visualizzata con il microscopio elettro- 
nico usando la tecnica del freeze-fracture o del 
freeze-etch. Con quest’ultima tecnica che fu messa 
a punto da Daniel Branton, un campione di membra- 
na viene raffreddato rapidamente alla temperatura 
dell’azoto liquido (— 196 °C). Il congelamento immo- 
bilizza il campione e minimizza le possibili pertur- 
bazioni generate dalle successive manipolazioni. Il 
campione viene poi rotto con la lama di un microto- 
mo freddo, che spesso divide il doppio strato in due 
monostrati (foglietti; Fig. 11.28). 

Poiché le membrane esposte potrebbero essere di- 
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Figura 11.29 Con la tecnica del freeze-etch, il ghiaccio che racchiude 
una membrana separata per freeze fracture (in alto) viene allontanato 
parzialmente per sublimazione in modo da esporre la superficie esterna 
della membrana (in basso) da analizzare al microscopio elettronico. 


Figura 11.30 Fotografia al microscopio elettronico di una membrana 
eritrocitaria dopo trattamento con la tecnica del freeze-etch. La faccia 
interna esposta della membrana è piena di particelle globulari che 
rappresentano proteine integrali (Fig. 1.28). La superficie esterna del- 
la membrana è più liscia di quella interna in quanto le proteine non 
si proiettano al di fuori della superficie della membrana in modo si- 
gnificativo. (Per gentile concessione di Vincent Marchesi, Yale Uni- 
versity.) 


strutte da un raggio di elettroni, viene preparata una 
replica metallica, rivestendo la membrana con un sot- 
tile strato di carbone e ombreggiandola con una de- 
posizione di platino per evaporazione sotto vuoto; la 
materia organica viene poi rimossa con un trattamen- 
to acido. Questa replica metallica può essere esami- 
nata al microscopio elettronico. Nella tecnica del 
freeze-etch, può essere visualizzata anche la superfi- 
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cie esterna della membrana adiacente all’area rotta 
e rivelata con il freeze-fracture, facendo sublimare 
(etching) a — 100 °C prima il ghiaccio in cui è incap- 
sulata (Fig. 11.29). 

Le fotografie al microscopio elettronico di mem- 
brane biologiche trattate in questo modo mostrano 
una faccia interna del foglietto, quella esposta dalla 
frattura, stipata di particelle globulari con un diame- 
tro da 50 a 85 À (Fig. 11.30) e distribuite casualmen- 
te sulla superficie esposta. Queste particelle corrispon- 
dono a proteine di membrana, come è dimostrato 
dal fatto che scompaiono dopo trattamento con pro- 
teasi prima del freeze fracture. 

Ciò è ulteriormente confermato dall’osservazione 
che la membrana mielinica, che ha un basso conte- 
nuto proteico, ed i liposomi, composti solo da lipidi, 
hanno superfici interne esposte dalla frattura com- 
pletamente lisce. La superficie esterna della-membra- 
na appare relativamente liscia (Fig. 11.30), in quanto 
le proteine di membrana non sporgono di molto da 
questa superficie. La distribuzione delle proteine 
esterne può essere visualizzata mediante procedimen- 
ti di colorazione o per mezzo dell’uso di anticorpi 
marcati con ferritina, per produrre immagini simili 
al tnicroscopio elettronico. 


I lipidi di membrana sono distribuiti 
in modo asimmetrico 


La distribuzione dei lipidi in una membrana 
è stata stabilita utilizzando enzimi capaci di idroliz- 
zare i fosfolipidi, noti con il nome di fosfolipasi. 
Le fosfolipasi non possono attraversare la membrana 
e quindi possono agire soltanto sui fosfolipidi pre- 
senti sulla superficie di una cellula intatta. Questi studi 
hanno stabilito che i lipidi nelle membrane biologiche 
sono distribuiti in modo asimmetrico (Fig. 11.31). I 
carboidrati, come abbiamo visto prima, sono invece 
localizzati soltanto sulla superficie esterna della mem- 
* brana plasmatica. 
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C. La membrana dell’eritrocita 


Per la sua relativa semplicità, reperibilità e fa- 
cilità di isolamento, la membrana dell’eritrocita è 
diventata la membrana biologica più studiata e me- 
glio conosciuta. Essa può essere usata quindi come 
un modello per la caratterizzazione delle membra- 
ne più complesse di altri tipi di cellule. Un eritroci- 
ta maturo di mammifero è privo di organelli e può 
portare avanti solo pochi processi metabolici: è es- 
senzialmente un sacchetto membranoso pieno di 
emoglobina. Le membrane degli eritrociti possono 
essere ottenute per lisi osmotica che causa la fuoriu- 
scita del contenuto intracellulare. Le risultanti parti- 
celle membranose vengono dette «ghost» (fantasmi), 
in quanto, una volta ripristinate le condizioni fisio- 
logiche, si risigillano e riacquistano la forma origi- 
naria, ma hanno perso il colore rosso. Trasferendo 
i ghost risigillati in un altro mezzo, è possibile ave- 
re quindi anche un ambiente intracellulare diverso 
da quello esterno. 


Le membrane degli eritrociti contengono 
una varietà di proteine 


La membrana eritrocitaria ha una composizio- 
ne tipica in cui circa il 50% è rappresentato da pro- 
teine, qualcosa meno da lipidi ed il rimanente da car- 
boidrati (Tabella 11.4). Le sue proteine possono essere 
separate mediante elettroforesi in gel di poliacrilami- 
de in presenza di SDS (paragrafo 5.4), dopo aver solu- 
bilizzato la membrana in un mezzo contenente SDS 
all’1%. Per la membrana dell’eritrocita umano, l’e- 
lettroforetogramma, colorato con Coomassie blu bril- 
lante, rivela la presenza di sette bande principali e 
molte altre meno visibili (Fig. 11.32). Se l’elettrofore- 
togramma viene invece trattato con acido periodi- 
co e con il reagente di Schiff (PAS), che colora 
i carboidrati, risultano evidenti quattro bande, dette 
bande PAS. I polipeptidi corrispondenti alle bande 


Figura 11.31 La distribuzione asimmetrica dei 
fosfolipidi nella membrana degli eritrociti uma- 
ni. (Fonte: ROTHMAN, }.E. e LENARD, ]., Scien- 
ce, 194, p. 1744, 1977.) 
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Figura 11.32 Elettroforetogramma su gel di poliacrilamide in presen- 
za di SDS delle proteine della membrana di eritrociti umani colorate 
con Coomassie blu brillante. in queste condizioni le bande 4,1 e 
4,2 non vengono separate. Le bande meno rappresentate sono state 
ignorate per una maggiore semplicità. La posizione delle quattro siali- 
glicoproteine è stata individuata con la colorazione PAS. (Per gentile 
concessione di Vincent Marchesi, Yale University.) 


1, 2, 4,1, 4,2, 5 e 6 possono essere estratti facilmente 
dalla membrana con modificazioni della forza ionica 
o del pH e sono quindi proteine periferiche. Queste 
proteine sono localizzate sulla superficie interna del- 
la membrana ed infatti sono resistenti al trattamento 
degli eritrociti intatti o dei ghost risigillati con enzi- 
mi proteolitici oppure a marcature prodotte da rea- 
genti che non possono attraversare la membrana. 
Queste proteine vengono modificate quando vengo- 
no trattati ghost non sigillati. 

Le bande 3 e 7, al contrario, e tutte le quattro ban- 
de PAS corrispondono a proteine integrali che posso- 
no essere rilasciate dalle membrane soltanto median- 
te estrazione con detergenti o solventi organici. Le 
bande 3, PAS1 e PAS2 sono proteine transmembra- 
na e vengono marcate diversamente se le cellule in- 
tatte sono trattate con reagenti (per la marcatura del- 
le proteine) che non penetrano nelle cellule se ven- 
gono introdotti all’interno di ghost risigillati. 

Il trasporto della CO, nel sangue (paragrafo 9.1C) 
richiede che la membrana eritrocitaria sia permea- 
bile allo ione HCO7 e al Cl” (per mantenere l’elet- 
troneutralità è necessario che, per ogni HCO7 che 
entra nella cellula, uno ione C17 o qualche altro 
anione esca dalla cellula; paragrafo 9.1C). Il rapido 
trasporto di questi e di altri anioni attraverso la mem- 
brana eritrocitaria è mediato da uno specifico cana- 
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le anionico, presente in circa un milione di copie 
per cellula (questa proteina corrisponde a circa il 30% 
delle proteine totali della membrana). La proteina del- 
la banda 3 (927 residui amminoacidici e il 5-8% di 
carboidrati) reagisce in modo specifico con i reagenti 
che marcano le proteine anioniche e contemporanea- 
mente si ha il blocco del canale anionico: questa os- 
servazione stabilisce che la proteina della banda 3 è 
un componente del canale anionico. Studi di forma- 
zione di legami trasversali con reagenti bifunzionali 
(paragrafo 7.5C) hanno dimostrato che il canale anio- 
nico è almeno un dimero. L’emoglobina e gli enzimi 
glicolitici aldolasi, fosfofruttochinasi (PFK) e la 
proteina della banda 6, la gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi (GAPDH; paragrafo 16.2) si legano re- 
versibilmente alla proteina della banda 3 sulla faccia 
citoplasmatica della membrana. Il significato funzio- 


x 


nale di questa osservazione è sconosciuto. 


Lo scheletro della membrana eritrocitaria 
determina la forma della cellula 


La forma a disco biconcavo di un eritrocita nor- 


male consente la rapida diffusione dell’0, alle mole-. 


cole di emoglobina essendo queste ultime ad una di- 
stanza non superiore di 1 um dalla superficie della 
cellula. Le regioni sul bordo o sulle infossature del- 
l’eritrocita non occupano posizioni fisse nella mem- 
brana cellulare. Ciò è stato. dimostrato ancorando un 
eritrocita su un vetrino da microscopio mediante una 
piccola porzione della sua superficie ed inducendo 
un movimento laterale nella cellula con un flusso mo- 
derato di una soluzione isotonica. È stato osservato 
che un punto originalmente posto sul bordo della cel- 
lula si può spostare attraversando l’infossatura sul 
lato opposto della cellula. Evidentemente, la mem- 
brana può ruotare intorno alla cellula mantenendo 
sempre la sua forma, come il cingolo di un trattore. 
Questa rimarchevole proprietà meccanica della mem- 
brana eritrocitaria dipende dalla presenza di un reti- 
colo proteico posto sotto la membrana, che funziona 
come uno «scheletro» per la membrana stessa. Que- 
sta proprietà può essere ricostruita in un modello 
meccanico costituito da una sfera geodetica (una gab- 
bia sferica) senza giunzioni fisse ai punti di interse- 
zione dei suoi montanti. Quando questa struttura vie- 
ne posta in un sacco di plastica sotto vuoto, assume 
una forma a disco biconcavo. 

La fluidità e la flessibilità impartita ad un eritroci- 
ta dalla sua membrana ha conseguenze fisiologiche 
molto importanti. Un insieme di particelle delle di- 
mensioni di un globulo rosso e in una quantità pari 
alla quantità di cellule del sangue, ha caratteristiche 
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Figura 11.33 Lo scheletro della membrana dell'eritrocita umano. (a) 
La struttura di un dimero af di spettrina. | due polipeptidi antiparalle- 
li contengono molte unità di 106 residui ripetute lungo la catena, 
che formano probabilmente fasci in tripla elica connessi da segmenti 
non elicoidali flessibili. Due di questi eterodimeri uniti testa-testa for- 
mano l’eterotetramero (af). (Fonte: SpricHer, D.W. e MARCHESI V.T., 
Nature, 311, p. 177, 1984.) (b) Fotografia al microscopio elettronico 
dello scheletro della membrana di un eritrocita che è stato steso su 
un’area 9-10 volte più grande di quello originale. Con lo stiramento 
è possibile ottenere immagini più chiare dello scheletro della mem- 
brana che, nel suo stato nativo, è molto impaccato e flesso irregolar- 
mente su se stesso; l’organizzazione nativa rende difficile il riconosci- 
mento delie singole molecole e delle loro interconnessioni. Notate 
che il reticolo pentagonale o esagonale formato dai tetrameri di spet- 
trina collegati tra loro da giunzioni contenenti actina e la proteina 
della banda 4,1. (Per gentile concessione di Daniel Branton, Harvard 
University.) (O) Un modello dello scheletro della membrana eritrocita- 
ria. (Fonte: GOODMAN, S.R., KREBS, K.E., WHirFiELD, C.F., RIEDERER, B.M. 
e ZAGEN, l.S., CRC Crit. Rev. Biochem., 23, p. 196, 1988.) 
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di flusso simili a quelle della sabbia. Di conseguenza, 
perché il sangue possa muoversi tutto insieme, di- 
venta necessario che gli eritrociti si schiaccino per 
poter passare nei capillari che hanno un diametro 
inferiore a quello delle cellule. Quindi lo scheletro 
della membrana eritrocitaria deve essere simile ad 
un fluido e facilmente deformabile. 
La proteina spettrina, chiamata in questo mo- 
do in quanto scoperta nei ghost (fantasmi, spettri), 
rappresenta circa il 75% dello scheletro della mem- 
brana eritrocitaria. Essa è composta da due catene 
polipeptidiche simili, la banda 1 (subunità a, 240 kD) 
e la banda 2 (subunità 8, 220 kD); l’analisi della se- 
quenza di queste catene ha rivelato che sono costi- 
tuite da segmenti di 106 residui ripetuti che possono 
ripiegarsi in spirali a tripla a-elica (Fig. 11.330). La 
microscopia elettronica ha consentito di osservare che 
questi polipeptidi sono debolmente complessati in una 
struttura dimerica a simile ad un verme, lunga cir- 
ca 1000 À (Fig. 11.335). Due di questi eterodimeri 
si associano poi estremità contro estremità per for- 
mare un tetramero (06). Questi oligomeri (ce ne so- 
no circa 100 000 in ogni cellula) sono legati tra loro 
mediante la banda 4,1 e la banda 5, generando un 
reticolo proteico irregolare che si trova sotto la mem- 
brana plasmatica dell’eritrocita (Fig. 11.33b e c). La 
banda 5, una proteina globulare che forma oligome- 
ri filamentosi, è stata identificata come actina, un 
elemento citoscheletrico comune ad altre cellule (pa- 
ragrafo 1.24) ed uno dei principali componenti del 
muscolo (paragrafo 34.3A). La spettrina si associa an- 
che con la banda 2,1, un monomero con una massa 
di 215 kD noto con il nome di anchirina, che a sua 
volta lega la banda 3, la proteina trasportatrice di 
anioni. Questo legame ancora lo scheletro proteico 
alla membrana. Dopo solubilizzazione della spettri- 
na e dell’actina con soluzioni a bassa forza ionica, 
i ghost perdono la loro forma biconcava; le proteine 
integrali che di solito occupano posizioni fisse nel pia- 
no della membrana, diventano mobili in senso late- 
rale. Studi immunochimici recenti hanno rivelato che 
in una grande varietà di tessuti sono presenti protei- 
ne simili alla spettrina, all’anchirina ed alla banda 4,1. 
La sequenza del gene per l’anchirina eritroide uma- 
na ci dice che la proteina matura è costituita da 1880 
residui suddivisi in tre domini strutturali (scindibili 
per digestione con chimotripsina) ed il dominio 
N-terminale è interamente composto da una sequen- 
za di 33 residui ripetuta 22 volte. Questo tipo di strut- 
tura è presente anche in altre proteine del lievito e 
. di invertebrati implicate nel controllo del ciclo cellu- 
lare o nel differenziamento dei tessuti. Si pensa che 
questi domini possano formare il sito di legame delle 
proteine integrali di membrana. i 
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La sferocitosi ereditaria deriva da difetti 
dello scheletro della membrana eritrocitaria 


Gli individui con la sferocitosi ereditaria han- 
no eritrociti di forma sferica, relativamente fragili 
e non flessibili. Questi individui soffrono di anemia 
emolitica in quanto la milza, un organo labirintico 
con stretti passaggi che eliminano gli eritrociti vec- 
chi (che hanno perso la loro flessibilità verso la fine 
dei loro 120 giorni di vita), allontana prematuramen- 
te gli eritrociti con una forma sferica. L’anemia emo- 
litica può essere alleviata togliendo chirurgicamente 
la milza. Il difetto primario negli sferociti può essere 
una ridotta sintesi di spettrina, la produzione di una 
spettrina anormale che ha una bassa affinità per la 
banda 4,1 o l’assenza della proteina della banda 4,1. 


Il cammello, la famosa «nave del deserto», è un esem- 
pio di adattamento che coinvolge anche la membrana 
eritrocitaria. Questo animale è ancora attivo dopo aver 
perso il 30% del suo peso corporeo sotto forma di ac- 
qua e può bere in pochi minuti tutta l’acqua perduta 
per ritornare completamente idratato. Questa rapida 
assunzione di acqua da parte del sangue, che entra 
poi nelle cellule, potrebbe lisare gli eritrociti di molti 
tipi di animali. Gli eritrociti del cammello, che hanno 
una forma ellissoidale schiacciata, invece di quella bi- 
concava, sono resistenti alla lisi osmotica. La spettri- 
na del cammello si lega alla sua membrana con una 
particolare tenacità, ma dopo la rimozione della spet- 
trina, che richiede l’azione di forti denaturanti, gli eri- 
trociti del cammello assumono una forma sferica. 


Nell’ellissocitosi ereditaria i globuli rossi hanno una 
forma allungata o ellittica a causa della presenza di 
proteine dello scheletro della membrana difettose o 
della loro mancanza. Una forma di ellissocitosi eredi- 
taria comune nelle regioni del Sud-Est asiatico confe- 
risce una resistenza alla malaria in quanto il difetto 
rende la membrana dell’eritrocita particolarmente ri- 


* gida e impenetrabile al parassita della malaria. 


D. Gruppi sanguigni 


La superficie esterna degli eritrociti e delle al- 
tre cellule eucariotiche è ricoperta da carboidrati com- 
plessi che fanno parte di glicoproteine della mem- 
brana plasmatica e di glicolipidi. Essi formano un ri- 
vestimento spesso e lanuginoso, il glicocalice (Fig. 
11.34), che contiene numerosi segnali che funziona- 
no in vari processi di riconoscimento. Gli eritrociti 
umani hanno qualcosa come 100 determinanti dei 
gruppi sanguigni noti che comprendono 15 siste- 
mi geneticamente distinti. Di questi soltanto due han- 
no una rilevanza clinica, il sistema ABO (scoperto 
nel 1900 da Karl Landsteiner) ed il sistema rhesus 
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Figura 11.34 Il glicocalice dell’eritrocita visto al microscopio elettro- 
nico usando una speciale tecnica di colorazione. Esso è spesso fino 
a 1 400 A ed è composto da filamenti molto compatti di oligosaccari- 
di con un diametro di 12-25 A. (Per gentile concessione di Harrison 
Latta, UCLA.) 


(Rb). I vari gruppi sanguigni vengono identificati con - 


opportuni anticorpi o con specifiche lectine vegetali. 


La conoscenza delle sostanze che determinano i gruppi 
sanguigni e della loro ereditarietà, in base alle sempli- 
ci leggi mendeliane, è stata utile sia per scopi medici 
che per questioni legali o storiche. L’uso dei gruppi san- 
guigni nell’identificazione della paternità è stata per- 
sino materia di trasmissioni televisive. L’analisi della 
polvere dei tessuti ottenuta dalla mummia di Tutank- 
hamen, un Faraone egiziano che regnò dal 1334 al 1325 
a.C., ha stabilito una sua probabile relazione con 
Smenkhkare, un altro Faraone della diciottesima di- 
nastia. 


Le sostanze che determinano i gruppi sanguigni 
del sistema ABO sono carboidrati 


Il sistema ABO è costituito da tre gruppi di so- 
stanze, gli antigeni A, B e H che fanno parte di 
sfingoglicolipidi presenti sulla superficie dell’eritro- 
cita. Gli antigeni sono costellazioni caratteristiche di 
gruppi chimici che determinano la produzione di an- 
ticorpi una volta iniettati in un animale (paragrafo 
34.2A). Ogni molecola di anticorpo può legare in mo- 
do specifico almeno due delle sue molecole antigeni 
che corrispondenti, formando quindi ponti trasver- 
sali tra loro. Gli individui con cellule del tipo A han- 
no anticorpi anti-B nel loro siero; quelli invece con 
cellule del tipo B hanno anticorpi anti-A; quelli che 
hanno cellule del tipo AB, che presentano sia l’anti- 
gene A che B, non hanno anticorpi né contro A, né 
contro B. Gli individui con cellule del tipo O, le cui 
cellule non presentano antigeni di nessun genere, 
hanno anticorpi anti-A ed anti-B. Di conseguenza, la 
trasfusione di sangue tipo A in individui tipo B porta 
all’agglutinazione (formazione di grumi) degli eritro- 
citi trasfusi con il rischio di un blocco con conseguen- 
ze fatali nella circolazione del sangue nei vasi. L’an- 
tigene H verrà discusso in seguito. 


ioni 
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Le sostanze che determinano i gruppi sanguigni 
ABO non sono solo presenti sugli eritrociti, ma com- 
paiono sulla membrana plasmatica di molti altri tes- 
suti, come glicolipidi con una considerevole diversi- 
tà. Infatti, nell’80% circa della popolazione cellulare 
con proprietà di secrezione, questi antigeni vengono 
rilasciati come componenti di glicoproteine in vari 
fluidi corporei tra cui la saliva, il latte, il fluido semi- 
nale, il succo gastrico e l’urina. Queste molecole di- 
verse, in cui circa l’85% del peso è rappresentato da 
carboidrati e che hanno una massa molecolare di pa- 
recchi kD, sono costituite da una sola catena polipep- 
tidica con legate a sé molti oligosaccaridi. 

Gli antigeni A, B ed H differiscono soltanto nei loro 
residui alle estremità non riducenti (Tabella 11.5). 
L’antigene H è presente negli individui tipo O; esso 
è anche il precursore degli oligosaccaridi degli anti- 
geni tipo A e B. Gli individui tipo A hanno un en- 
zima che aggiunge specificamente un residuo di 
N-acetilgalattosammina alla posizione terminale del- 
l’antigene H; negli individui tipo B, questo enzima 
è specifico per residui di galattosio e negli individui 
tipo O, l'enzima è inattivo. Le differenze funzionali 
tra queste varianti enzimatiche sono probabilmente 
il risultato della sostituzione di un solo amminoacido. 

Le differenze nelle glicosiltransferasi responsabili 
della formazione degli antigeni dei tre gruppi san- 
guigni ABO(H) sono state determinate dalla sequen- 
za dei corrispondenti geni. I geni A e B, che codifica- 
no rispettivamente per una a-(1 —> 3)-N-acetilgalat- 
tosamminatransferasi ed una a(1 —> 3)-galattosil- 
transferasi, differiscono solo per poche basi che mo- 


Tipo Antigene 


H Galf(1 = 4)GlcNAc - - - 


la 


i-Fue da 


A GalNAc a(1- 3)GalB(1- 4)GleNAc - - - 


ha 


LeFue d 
B Galo(1-+ 3)GalB(1-» 4)GleNAc + - - 


1,2 
LeFue a 


Abbreviazioni: Gai = galattosio, GaiNAc= N-acetilgalattosammina, GicNac=N- 
acetilglucosammina, L-Fuc = L-fucosio. 
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dificano quattro dei 303 residui di questi enzimi, al- 
terandone la specificità. Nel gene O, la delezione di 
una base genera un codone di stop (paragrafo 30.1D) 
che porta alla sintesi di una proteina tronca (solo 115 
residui) e di conseguenza inattiva. 


I gruppi sanguigni MN derivano 
da varianti della glicoforina A 


Il sistema MN è costituito da un altro gruppo 
di determinanti ben caratterizzati. Gli antigeni di que- 
sto sistema sono presenti solo nella membrana eri- 
trocitaria e fanno parte della proteina transmembra- 
na glicoforina A (Fig. 11.22). Questa proteina rappre- 
senta anche il recettore del virus dell’influenza (pa- 
ragrafo 32.4A) e il recettore per l’invasione dell’eri- 
trocita da parte del parassita malarico Plasmodium 
falciparum (paragrafo 6.3A). La proteina della banda 
PAS1 (Fig. 11.32) è un dimero di glicoforina A, che 
si forma mediante un'associazione resistente all’SDS 
tra sezioni idrofobiche della catena polipeptidica; il 
dimero è probabilmente la forma nativa della protei- 
na. La proteina della banda PAS2 è invece la glicofo- 
rina A monomerica. 

Il trattamento degli eritrociti o della glicoforina A 
con neuramminidasi abolisce la loro reattività agli 
anticorpi anti-M o anti-N e contemporaneamente di- 
strugge la capacità di legare il virus dell’influenza 
e riduce l’invasività del parassita malarico in queste 
cellule. Quindi l’acido sialico (l’acido N-acetilneuram- 
minico) che viene rimosso dalla neuramminidasi, è 
una parte fondamentale dei determinanti antigenici 
MN. Anche se le prime evidenze suggerivano il con- 
trario, non vi sono differenze tra gli oligosaccaridi 
della glicoforina A appartenente agli antigeni M o 
N. La proteina ha però una sequenza amminoacidica 
di- 
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versa. La glicoforina AM ha una Ser nella posizione 
1 (il residuo N-terminale) ed una Gly nella posizione 
5, mentre questi residui sono rispettivamente Leu e 
Glu nella glicoforina AN. Gli eritrociti di eterozigoti 
con antigenicità sia M che N hanno entrambe le va- 
rianti di glicoforina A. 

È stato postulato che le numerose cariche negative 
dei residui di acido sialico presenti nella glicoforina 
impediscono agli eritrociti, che sono molto impaccati 
nel sangue, di aderire gli uni agli altri. Gli individui 
che mancano però di glicoforina A non presentano 
sintomi particolari, anche se sembra improbabile che 
il milione o più di molecole di glicoforina A presenti 
in ogni eritrocita esistano soltanto per favorire l’in- 
vasione da parte di parassiti. 


E. Le giunzioni comunicanti 


La maggior parte delle cellule eucariotiche so- 
no in contatto sia metabolico che fisico con le cellule 
vicine. Questo contatto è determinato da particelle 
tubulari chiamate giunzioni comunicanti, simili ad 
un chiodo ribattuto e vuoto all’interno (Fig. 11.35), 
che congiungono regioni discrete di membrane pla- 
smatiche vicine. Questi canali intercellulari sono così 
rappresentati che praticamente organi interi diven- 
tano completamente intercomunicanti. Le giunzioni 
comunicanti sono quindi canali di comunicazione tra 
cellule. Per esempio, le contrazioni sincronizzate del 
muscolo cardiaco sono dovute ad un flusso di ioni 
che attraversano le giunzioni comunicanti (il musco- 
lo cardiaco non è innervato come il muscolo schele- 
trico). Le giunzioni comunicanti servono anche co- 
me condotti per alcune delle sostanze che mediano 
lo sviluppo embrionale. Bloccando le giunzioni co- 
municanti con anticorpi che si legano ad esse, si cau- 


Figura 11.35 Le giunzioni comunicanti tra 
cellule adiacenti sono costituite da struttu- 
re simili a chiodi ribattuti vuoti all’interno, 
di forma esagonale ed immersi nella mem- 
brana, in modo da creare un ponte tra le 
due cellule. Le piccole molecole e gli ioni, 
ma non le macromiolecole, possono attra- 
versare il canale centrale delle giunzioni co- 
municanti. 
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sano numerose anomalie nello sviluppo in specie co- 
me l’idra, la rana e il topo. Queste strutture servono 
anche a nutrire le cellule che sono distanti dal rifor- 
nimento sanguigno, come nell’osso e nel cristallino. 

I canali formati dalle giunzioni comunicanti nei 
mammiferi hanno un diametro di 16-20 À, come ha 
dimostrato Werner Loewenstein iniettando in una 
singola cellula molecole fluorescenti di varie dimen- 
sioni ed osservando con un microscopio a fluorescenza 
se la molecola iniettata poteva passare nelle cellule 
vicine. Le molecole e gli ioni che possono andare li- 
beramente da una cellula all’altra hanno un limite 
quindi nella loro massa molecolare che non deve es- 
sere superiore a circa 1200 D; le macromolecole, co- 
me le proteine e gli acidi nucleici, non possono la- 
sciare una cellula mediante questa via. 

Il diametro del canale delle giunzioni comunicanti 
varia con la concentrazione di Ca°+: i canali sono 
completamente aperti quando il livello della [Ca?+] 
è inferiore a 10-”M, si restringono quando il livello 
della [Ca?*] tende ad aumentare e sono completa- 
mente chiusi quando la [Ca?+] supera il valore di 
5x10-5M. Si pensa che questo sistema di controllo 
serva a proteggere comunità di cellule interconnesse 
dai danni catastrofici che potrebbero derivare dalla 
morte di uno dei membri della comunità. Le cellule 
hanno in genere una concentrazione di Ca?* citoso- 
lica molto bassa (<1077M) e mantengono questi li- 
velli pompando continuamente il Ca°* all’esterno 
della cellula o all’interno dei mitocondri o del retico- 
lo endoplasmatico (paragrafo 18.3B; il Ca?* è un im- 
portante messaggero intracellulare la cui concentra- 
zione viene regolata molto accuratamente). Il Ca?+ 
che fluisce dalle cellule danneggiate o metabolicamente 
depresse determina la chiusura delle giunzioni comu- 
nicanti impedendo la sua diffusione nelle cellule vicine. 


I canali delle giunzioni comunicanti sono 
formati da esagoni di subunità proteiche 


Le giunzioni comunicanti purificate sono costi- 
tuite da un singolo tipo di subunità proteica con una 
massa molecolare di circa 32 kD. Una giunzione co- 
municante contiene due anelli esagonali contrappo- 
sti, costituiti da queste subunità; ogni anello è im- 
merso in una delle membrane adiacenti (Fig. 11.35). 
La microscopia elettronica ha rivelato che le giunzio- 
ni comunicanti legate alla membrana plasmatica for- 
mano strutture esagonali con un diametro variabile 
da 80 a 90 À (Fig. 11.36). Questa organizzazione simil- 
cristallina consentì a Unwin di determinarne la strut- 
tura ad una risoluzione di 18 À, con un sistema simi- 
le a quello utilizzato per la batteriorodopsina (para- 
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aio: 
Figura 11.36 Fotografia al microscopio elettronico di una membrana 
contenente giunzioni comunicanti. Queste strutture sono organizzate 
in una specie di lattice esagonale con una distanza ripetitiva di 80-85 A. 
Notate il foro centrale intensamente colorato in ogni giunzione. (Fon- 
te: UNWIN, P.T.N. e ZAMPIGHI, G., Nature, 283, p. 546, 1980.) 


Figura 11.37 Rappresentazione schematica che illustra l’effetto del 
Ca** sul canale centrale delle giunzioni comunicanti. (Fonte: Un- 
win, P.T.N. e ZaMPIGHI, G., Nature, 283, p. 549, 1980.) 


grafo 11.3A). Le subunità che compongono le giun- 
zioni comunicanti sono simili a bastoni con un dia- 
metro di 25 À ed una lunghezza di 75 À. In assenza 
di Ca?* esse sono inclinate rispetto al loro asse di 
simmetria, formando un canale centrale che corre 
per tutta la lunghezza della giunzione (Fig. 11.37, 
a sinistra). In presenza di Ca?* 0,05mm, i bastonci- 
ni sono quasi perpendicolari al piano della giunzione 
ed il canale centrale è chiuso alla sua estremità cito- 
plasmatica (Fig. 11.37, a destra). Unwin ha proposto 
che la chiusura avvenga mediante leggeri movimen- 
ti di inclinazione e di rotazione delle subunità della 
giunzione comunicante centrati alla loro base, che, 
data la lunghezza delle subunità, circa 75 À, deter- 
minano uno spostamento radiale considerevole (cir- 
ca 9 A) a livello delle estremità citoplasmatiche delle 
subunità. Studi ai raggi X di Lee Makowski suggeri- 
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scono che i domini citoplasmatici delle giunzioni co- 
municanti hanno cancelli che si chiudono mediante 
movimenti molto più localizzati. La definizione di 
questa discrepanza è ancora oggetto di studio. 


F. Organizzazione delle membrane 
e trasporto mirato delle proteine 


[438] Man mano che una cellula cresce e si divide, 
deve sintetizzare nuove membrane. Come vengono 
generate queste strutture asimmetriche? Un sistema 
potrebbe essere l’autoassemblaggio. Cioè, dopo la ri- 
mozione del detergente usato per disperdere una 
membrana biologica, si riformano liposomi in cui so- 
no immerse le proteine integrali funzionali. In molti 
casi, però, queste membrane modello sono simme- 
triche sia nella distribuzione dei lipidi nella faccia 
interna ed esterna, sia nella posizione e nell’orienta- 
mento delle proteine integrali. Un'ipotesi alternati- 
va sull’assemblaggio delle membrane contempla l’e- 
sistenza di uno stampo membranoso preesistente; cioè 
le membrane vengono generate per espansione di una 
struttura vecchia, che per creazione di una struttura 
nuova. Vedremo in seguito che accade proprio così. 


I lipidi di membrana 
sono sintetizzati nelle membrane 


Gli enzimi coinvolti nella biosintesi dei lipidi di 
membrana sono proteine integrali della membrana 
(paragrafo 28.8). I loro substrati e i loro prodotti sono 
essi stessi componenti della membrana e quindi i lipi- 
di di membrana sono fabbricati direttamente nel sito 
di utilizzo. Eugene Kennedy e James Rothman dimo- 
strarono, usando una marcatura selettiva, che que- 
sto processo avveniva nei batteri. Essi fecero cresce- 
re dei batteri per un minuto in presenza di fosfato 
marcato con 3*P, in modo da marcare radioattiva- 
mente il gruppo fosforico dei fosfolipidi di nuova sin- 
tesi. Veniva poi aggiunto alla sospensione cellulare 
l'acido trinitrobenzene sulfonico (TNBS), un rea- 
gente impermeabile alle membrane che si combina 
con la fosfatidiletanolammina (PE; Fig. 11.38). L’ana- 
lisi della .membrana con doppia marcatura ha mo- 
strato che nessuno dei fosfolipidi PE marcati con TNBS 
era anche radioattivo. Questa osservazione indica che 
le nuove molecole di PE vengono sintetizzate sulla fac- 
cia citoplasmatica della membrana (Fig. 11.39, in bas- 
so a sinistra). 

Se si fa passare un intervallo di tre minuti tra la 
marcatura con fosfato radioattivo e l’aggiunta di 
TNBS, circa la metà del PE marcato con *°P è anche 
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Figura 11.38 La reazione del TNBS con la PE. 


marcato con TNBS (Fig. 11.39, a destra). Ciò stabili- 
sce che la velocità di flip-flop del PE in una membra- 
na batterica è circa 100 000 volte più veloce che in 
un doppio strato lipidico costituito soltanto da fosfo- 
lipidi (dove la velocità di flip-flop aveva tempi di di- 
mezzamento di alcuni giorni). Evidentemente la mem- 
brana contiene proteine che catalizzano i meccanismi 
di flip-flop (flipasi). In questo modo i fosfolipidi sinte- 
tizzati su un lato della membrana possono raggiun- 
gere facilmente l’altra faccia. La distribuzione asim- 
metrica delle varie specie lipidiche nelle due facce 
della membrana è probabilmente una conseguenza 
del legame preferenziale di alcuni lipidi alle protei- 
ne di membrana distribuite asimmetricamente. 

Nelle cellule eucariotiche, i lipidi sono sintetiz- 
zati sulla faccia citoplasmatica del reticolo endopla- 
smatico (ER), vescicole membranose interconnesse 
che occupano una gran parte del citosol (Fig. 1.5); 


TNBS (di seguito ec 
senza intervalli 
di tempo) 
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è la formazione di vescicole membranose che si stac- 
cano dall’ER e vanno successivamente a fondere con 
altri tipi di membrana. Questo meccanismo non spie- 
ga però la diversa composizione in lipidi delle varie 
membrane della cellula. I fosfolipidi possono essere 
trasportati tra le varie membrane da proteine che 
scambiano fosfolipidi, presenti in molti tessuti. Que- 
ste proteine trasferiscono spontaneamente specifici 
fosfolipidi, una molecola alla volta, tra due membra- 
ne separate da un mezzo acquoso. La composizione 
lipidica caratteristica di una membrana può essere 
generata in un sito di rimodellamento oppure me- 
diante la degradazione di suoi componenti lipidici 
(paragrafo 23.8A). 


Incubazione con 
fosfato radioattivo 


ee = <= 3 min Ba TS 
% < 
Incubazione con Incubazione 


con TNBS _ e°* 
e,° 


L’ipotesi del segnale spiega il trasporto mirato 
di molte proteine di membrana 


Le proteine di membrana, come tutte le protei- 
ne, sono sintetizzate sui ribosomi sotto la direzione 
dello stampo di RNA messaggero (un processo chia- 
mato traduzione; Capitolo 30). Il polipeptide cresce 
dall’N-terminale nella direzione del C-terminale me- 
diante l'aggiunta di un residuo per volta. I citologi 
hanno notato da lungo tempo due classi di ribosomi 
negli eucarioti, quelli liberi nel citosol e quelli legati 
all’ER, che formano il reticolo endoplasmatico ru- 
vido (RER; Fig. 1.5), così chiamato a causa delle ru- 
gosità presenti sulla sua superficie dovute ai riboso- 
‘ mi legati). Entrambe le classi di ribosomi sono però 
strutturalmente identiche e differiscono soltanto nella 
natura del polipeptide che stanno sintetizzando. I ri- 
bosomi liberi sintetizzano principalmente proteine so- 
lubili e mitocondriali, mentre i ribosomi legati alla 
membrana dell’ER fabbricano proteine transmembra- 
na e proteine destinate alla secrezione, operazione che 
avviene nell’ER, o che vengono incorporate nei lisoso- 
mi (vescicole membranose che contengono una bat- 
teria di enzimi idrolitici che possono degradare e ri- 
ciclare i componenti cellulari; paragrafo 122A). Que- 
st’ultima classe di proteine compare dapprima nel 
reticolo. 


Figura 11.39 La localizzazione della sin- 


ì; 1? tesi lipidica in una membrana batterica 
a LA, è stata determinata mediante una marca- 


tura radioattiva della PE di nuova sintesi, 
incubando la cellula per 1 minuto con fo- 
sfato marcato con °“P (teste polari color 
arancione), ed una seconda marcatura in- 
dipendente della PE direttamente sulla su- 
perficie della cellula con il reagente im- 
permeabile alla membrana TNBS. Se la 
marcatura con TNBS (sferette viola) viene 
fatta immediatamente dopo quella con 
P, nessuna molecola di PE contenente 
?P viene marcata anche dal TNBS (in ba- 
so a sinistra), suggerendo che il PE viene 
sintetizzato sulla faccia citoplasmatica del- 
la membrana. Se invece vi è un ritardo 
di qualche minuto tra le due marcature, 
la maggior parte del PE marcato con 3?P 
viene marcato anche dal TNBS (a destra). 
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Figura 11.40 La sintesi ribosomiale, l'inserzione nella membrana e 
la glicosilazione iniziale di una proteina integrale di membrana se- 
condo l'ipotesi del segnale: (1) Inizia la sintesi proteica; la regione 
N-terminale della proteina contiene una sequenza di segnale compo- 
sta da 13 a 36 residui. (2) Una particella che riconosce (SRP) il segna- 
le si lega ai ribosomi appena la sequenza di segnale è completata 
e blocca la sintesi del polipeptide. (3) L'SRP si lega al recettore trans- 


membrana per l’SRP che determina la ripresa della sintesi proteica 


e facilita il passaggio del polipeptide in fase di crescita attraverso la 
membrana. (4) Subito dopo il suo ingresso nel lume del reticolo en- 
doplasmatico, la sequenza di segnale viene rimossa per via proteoliti- 
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Figura 11.41 Le sequenze N-terminali di alcune proteine di secrezio- 


ne di eucarioti. | nuclei idrofobici (in marrone) della maggior parte 
dei peptidi di segnale sono preceduti da residui basici (in blu). Le 
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ca. (5) La catena polipeptidica viene estrusa nel lume ed inizia a ripie- 
garsi nella conformazione nativa, mentre alcuni enzimi cominciano 
il processo di glicosilazione. Una volta che la proteina è ripiegata 
non può essere rimandata fuori dal lume attraverso la membrana. 
Ad un certo punto, determinato dalla sua sequenza amminoacidica, 
fa proteina resta inserita nella membrana (le proteine destinate alla 
secrezione passano completamente nel lume dell’ER). (6) Quando la 
sintesi del polipeptide è terminata, il ribosoma si dissocia. Per mag- 
giore chiarezza la dimensione del ribosoma è stata ridotta a 1/50 
rispetto a quelle degli altri componenti cellulari che compaiono nel 
disegno. 


Punto di attacco 
della peptidasi 
di segnale 


AF 
RG 
FV 
GSLG|CY 
GT AWT/AD 
EV 
QY 
AL 
KV 
Bici 


mn Tr 000 %WvO Z< v 


abbreviazioni ad una lettera per gli amminoacidi sono riportate nella 
Tabella 4.3. (Fonte: Watson, M.E.E., Nucleic Acids Res., 12, pp. 
5147-5156, 1984.) 
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Come è possibile differenziare le proteine che 
devono essere sintetizzate nell’ER dalle altre protei- 
ne? E come queste grandi molecole, inoltre relativa- 
mente polari, possono attraversare la membrana del 
RER? L'ipotesi del segnale spiega almeno parzial- 
mente come questo processo può avvenire (Fig. 11.40): 


1. Tutte le proteine di secrezione e lisosomiali, come 
pure le proteine transmembrana, vengono sinte- 
tizzate con all’N-terminale una sequenza ammi- 
noacidica extra composta da 13 a 36 residui, detta 
peptide di segnale. Questi peptidi di segnale so- 
no costituiti da un nucleo di 7-13 residui idrofobi- 
ci, fiancheggiato da alcuni residui più idrofilici che, 
di solito, comprendono uno o più residui basici 
vicino all’N-terminale (Fig. 11.41). I peptidi di se- 
gnale hanno solo piccole somiglianze tra loro. 

2. Dopo che la catena polipeptidica ha raggiunto la 
lunghezza di circa 80 residui, il peptide di segna- 
le si estende al di fuori della struttura del riboso- 
ma e a questo punto la particella di riconosci- 
mento del segnale (SRP), un complesso con una 
massa di 325 kD, composto da sei diversi polipep- 
tidi e da una molecola di RNA di 300 nucleotidi, 
si lega al ribosoma. Questo legame impedisce un 
ulteriore allungamento della catena polipeptidica 
e assicura che una proteina destinata al RER non 
venga rilasciata nel citosol. 

3. Il complesso SRP-ribosoma diffonde sulla superfi- 
cie del RER dove si lega al recettore per l’SRP 
(la proteina di attracco, docking protein), un ete- 
rodimero con subunità aventi rispettivamente una 
massa di 69 e 30 kD. Ciò stimola il ribosoma a 
riprendere la sintesi del polipeptide e facilita il 
passaggio dell’N:terminale della catena polipepti- 
dica nascente attraverso la membrana per entra- 
re nel lume del, RER. Come il polipeptide riesce 
a penetrare nella membrana viene discusso in se- 
guito. 

4. Subito dopo che il peptide di segnale è entrato 
nel lume del RER, esso viene specificamente ri- 
mosso dalla catena polipeptidica in fase di crescita 
da una peptidasi di segnale legata alla membra- 
na (la catena polipeptidica con il peptide di segna- 
le ancora legato viene detta preproteina; i pepti- 
di di segnale vengono anche chiamati presequen- 
ze). 

5. Altri enzimi presenti nel lume del RER iniziano 
a produrre modificazioni postraduzionali sul- 
la catena polipeptidica ancora in fase di crescita, 
come ad esempio; l’attacco di un nucleo di carboi- 
drati per formare una glicoproteina (paragrafo 
21.3B). 

6. Quando la sintesi del polipeptide è stata completa- 


ta, il ribosoma si dissocia dal RER. Le proteine per 
la secrezione, dell’ER o dei lisosomi attraversano 
completamente la membrana del RER fino al lu- 
me. Le proteine transmembrana, al contrario, con- 
tengono una sequenza di circa 20 residui «che an- 
cora alla membrana» o «blocca il trasferimento» 
ed arresta il passaggio della catena polipeptidica 
attraverso la membrana. Le proteine transmem- 
brana restano quindi immerse nella membrana del- 
l’ER con il loro residuo C-terminale sul lato cito- 
plasmatico della membrana. 


Qualche tempo dopo la loro sintesi, le proteine di 
secrezione, transmembrana o lisosomiali appaiono 
nell’apparato del Golgi (Fig. 1.5), un organello co- 
stituito da sacchi membranosi appiattiti ed impilati, 
dove avvengono altre modificazioni post traduzio- 
nali (Fig. 11.42; paragrafo 21.3B). Qui le proteine ven- 
gono immagazzinate in vescicole membranose per 
il trasporto alla loro destinazione finale (vedi più avan- 
ti). L’esportazione di proteine solubili che funziona- 
no all’interno dell’ER viene in apparenza impedita 
dalla loro sequenza carbossiterminale Lys-Asp-Glu- 
Leu (vedi più avanti). Alterazioni in questa sequenza 
portano alla loro segrezione. 


Ritenzione di proteine 
nel reticolo endoplasmatico 


Le proteine solubili che risiedono nel reticolo 
endoplasmatico hanno, nei vertebrati, la sequenza C- 
terminale Lys-Asp-Glu-Leu (usando la simbologia ad 
una lettera, Tabella 4.3, la sequenza diventa KDEL), 
la cui alterazione risulta nella secrezione della pro- 
teina modificata. Come vengono selettivamente rite- 
nute nell’ER queste proteine KDEL? Dato che queste 
proteine possono diffondere liberamente all’interno 
dell’ER, sembra improbabile che siano immobilizza- 
te da un recettore legato alla membrana. Vi sono in- 
vece buone evidenze sul fatto che le proteine KDEL 


lascino il reticolo endoplasmatico attraverso vescico- . 


le membranose come le proteine di secrezione o liso- 
somiali, ma che vengano poi prontamente recupera- 
te da quest’ultima destinazione e riportate nell’ER. 
Quindi, aggiungendo la sequenza KDEL alla proteasi 
lisosomiale catepsina D, questo enzima viene accu- 
mulato nell’ER, ma non di meno acquista un gruppo 
N-acetil-glucosamminil-1-fosfato, una modificazione 
che viene prodotta solo in un compartimento post- 
ER. Con molte probabilità, le caratteristiche ambien- 
tali, ancora sconosciute, come la concentrazione di 
Ca?* o il pH, stimolano un recettore di membrana 
in un compartimento post-ER a legare il segnale KDEL 
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Figura 11.42 Il processo di modificazioni postraduzionali delle pro- 
teine integrali di membrana. (1) Durante la loro sintesi sui ribosomi. 
La glicosilazione viene iniziata nel lume del reticolo endoplasmatico. 
(2) Una volta completata la sintesi, si formano vescicole rivestite con- 
tenenti la proteina che si spostano dal reticolo endoplasmatico all’ap- 
parato del Golgi, dove viene completato il processo di modificazio- 
ne. (3) Dopo queste modificazioni, altre vescicole rivestite trasporta- 
no la proteina alla sua destinazione finale, qui indicata come la mem- 
brana plasmatica. 


ed il complesso viene poi riportato nell’ER da una 
vescicola specializzata. Questo tipo di recettori sono 
stati identificati nel lievito e nell’uomo. 


Anche le proteine delle membrane batteriche 
sono precedute da un peptide di segnale 


L’ipotesi del segnale è applicabile anche ai bat- 
teri. Le proteine che attraversano la membrana pla- 
smatica dei batteri hanno una sequenza di segnale 
iniziale simile a quella degli eucarioti e vengono sinte- 
tizzate da ribosomi legati alla membrana. L’impor- 
tanza del peptide di segnale nel dirigere una protei- 
na alla sua destinazione cellulare fu dimostrata an- 
che mediante studi di ingegneria genetica nell’E. co- 
li. La proteina che lega il maltosio, coinvolta nel- 
l’assunzione del disaccaride maltosio, viene normal- 
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mente secreta attraverso la membrana plasmatica nel 
compartimento periplasmatico (lo spazio tra la 
membrana plasmatica e la parete cellulare nei batte- 
ri gram-negativi; Fig. 10.23b). Le mutazioni che mo- 
dificano anche solo un residuo idrofobico del pepti- 
de di segnale della proteina che lega il maltosio, so- 
stituendolo con un residuo carico, portano all’accu- 
mulo nel citoplasma di questa proteina con il pepti- 
de di segnale ancora legato. 

Utilizzando la tecnica del DNA ricombinante (vedi 
paragrafo 28.8) per aggiungere un peptide di segna- 
le ad una proteina che normalmente risiede nel cito- 
plasma, si ottiene il trasporto della proteina ibrida 
attraverso la.membrana plasmatica. Manipolazioni si- 
mili hanno portato ad analoghi risultati anche negli 

* eucarioti. 


La disposizione di molte proteine di membrana 
necessita di altre spiegazioni 


L’ipotesi del segnale spiega l’orientamento di 
numerose proteine integrali della membrana come 
la glicoforina A (Fig. 11.22), ma non dà informazioni 
su come queste molecole polari possono penetrare 
nelle membrane biologiche. Inoltre l’ipotesi non spie- 
ga le seguenti osservazioni: ° 


{ | 
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1. La neuraminidasi del virus dell’influenza è 
una proteina che è orientata con il suo residuo 
N-terminale sulla faccia citoplasmatica della mem- 
brana. 

La catena polipeptidica della rodopsina attraversa 
sette volte la membrana (Fig. 11.26). Il canale anio- 
nico dell’eritrocita, la proteina della banda 3, at- 
traversa la membrana almeno 12 volte ed è orien- 
tata sia con l’N-terminale che con il C-terminale 
all’interno della cellula. 

3. La proteina integrale di membrana citocromo cs 
(Fig. 11.24) viene sintetizzata da ribosomi solubili. 
Molte delle proteine mitocondriali sono sintetiz- 
zate nel citosol e devono quindi attraversare una 
o entrambe le membrane mitocondriali (paragra- 
fo 1.24) per raggiungere la loro destinazione fi- 
nale. Analogamente, alcune proteine delle piante 
sintetizzate nel citosol devono attraversare tutte 
e tre le membrane dei cloroplasti. 


Lia 


ha 


Come vengono inserite le proteine nelle membrane 
o come possono attraversarle? L’impossibilità di ri- 
scontrare «pori» per le proteine che potessero media- 
re il loro passaggio attraverso la membrana ha por- 
tato, all’inizio, a proporre che il segmento idrofobico 
del peptide di segnale della proteina, possibilmente 
in associazione con altri segmenti polipeptidici non 
polari, determinasse l’inserzione spontanea del poli- 
peptide sotto forma di a-elica (un'elica soddisfa com- 
pletamente il potenziale di formazione di legami idro- 
geno della catena principale di un polipeptide in as- 
senza di acqua). Recenti osservazioni tendono a sug- 
gerire che l’inserzione di una proteina in una mem- 
brana viene facilitata da proteine specifiche in un pro- 
cesso favorito dall’ATP. Nel lievito alcune di queste 
proteine derivano da una famiglia di proteine heat 
shock (Hsp; proteine da shock da calore) con una 
massa molecolare di 70 kD (proteine altamente con- 
servate in tutti gli organismi, la cui sintesi viene in 
molti casi indotta da stress ambientali come il calore; 
queste molecole sono state chiamate Hsp70. Il ral- 
lentamento della produzione della Hsp70 per inge- 
gneria genetica nel lievito causa l’accumulo nelle cel- 
lule di precursori di proteine che invece dovrebbero 
essere importati nell’ER o nei mitocondri. 

Sembra probabile che soltanto le proteine non ri- 
piegate possano passare attraverso una membrana. 
Per esempio, la diidrofolato reduttasi (DHFR), un 
enzima normalmente citosolico, viene importato nei 
mitocondri di lievito quando è preceduto da una se- 
quenza di segnale di una proteina mitocondriale sin- 
tetizzata nel citosol. Questo importante processo vie- 
ne bloccato dalla presenza di metotrexato (ametop- 
terina), un analogo del normale substrato della DHFR, 


il diidrofolato (paragrafo 26.4B). Il metotrexato si 
lega alla DHFR con un’affinità così elevata da stabi- 
lizzare la conformazione nativa della proteina. La ve- 
locità di traslocazione di una proteina attraverso una 
membrana, facilitata dall’Hsp70, viene stimolata ul- 
teriormente da una denaturazione preventiva della 
proteina con urea. L°Hsp70 potrebbe essere quindi una 
«proteine deripiegasi» (protein unfoldase) guidata dal- 
lATP. 


Le proteine di membrana, di secrezione 
e lisosomiali sono trasportate 
in vescicole rivestite 


Le vescicole in cui vengono trasportate le pro- 
teine dal RER o dall’apparato del Golgi alla loro desti- 
nazione finale sono dette vescicole rivestite (Fig. 
11.43). Questi sacchi membranosi sono rivestiti sulla 
loro superficie esterna (citosolica) da un reticolo po- 
liedrico costituito dalla proteina non glicosilata cla- 
trina, che si pensa possa funzionare come una im- 
palcatura che promuove la formazione delle vescico- 
le. Una vescicola nasce sulla sua membrana di origi- 
ne e poi fonde con la sua membrana bersaglio. Que- 
sto processo conserva l’orientamento delle proteine . 
transmembrana (Fig. 11.44), e quindi il lume del reti- 
colo endoplasmatico o dell’apparato del Golgi è topo- 
logicamente equivalente all’esterno della cellula. Ciò 
spiega perché i carboidrati delle glicoproteine integra- 
li di membrana sono presenti soltanto sulla superfi- 


x cie esterna della membrana plasmatica. 


Le proteine vengono inviate ai lisosomi 
mediante il riconoscimento 
di carboidrati specifici 


Come vengono selezionate le proteine da tra- 
sportare all’apparato del Golgi e poi alle rispettive 
destinazioni finali? Una risposta a questa domanda 
viene da una malattia ereditaria umana nota con il 
nome di I-cell disease, che negli omozigoti è carat- 
terizzata da un progressivo ritardo psicomotorio, de- 
formità scheletriche e morte precoce. I lisosomi del- 
le vittime dell’/-cell disease contengono inclusioni (da 
cui deriva il nome della malattia) di glicosammino- 
glicani e di glicolipidi, per l’assenza di diverse idro- 
lasi lisosomiali. Questi enzimi sono sintetizzati sul RER 
con le sequenze amminoacidiche corrette, ma invece 
di essere inviate ai lisosomi, sono secrete nel mezzo 
extracellulare. Questo errore di localizzazione deri- 
va dalla mancanza di un residuo di mannosio-6-fosfato 
nei carboidrati di questi enzimi idrolitici, per effetto 
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< Figura 11.43 Le vescicole rivestite sono sacchi membranosi circonda- 


ti da un reticolo poliedrico di clatrina e delle proteine ad essa associa- 
te. Le gabbie di clatrina formano lo scheletro delle vescicole rivestite 
e possono dissociarsi reversibilmente nei complessi flessibili a tre gambe 
detti triskelion. (a) Una fotografia al micròscopio elettronico di vesci- 
cole rivestite. (Per gentile concessione di Barbara Pearse, Medical Re- 
search Council, U.K.) (b) Fotografia al microscopio elettronico di tri- 
skelion. Il diverso orientamento delle gambe nei diversi complessi 
è un indice della loro flessibilità. (Per gentile concessione di Daniel 
Branton, Harvard University.) (cf Una mappa tridimensionale del ri- 
vestimento di clatrina, ricavata da una fotografia al microscopio elet- 
tronico. Il rivestimento di clatrina è mostrato in rosso, i domini N- 
terminali della clatrina sono in verde e le proteine accessorie sono 
in blu. Ogni vertice del poliedro è il centro di un triskelion ed i 
bordi del poliedro, lunghi circa 150 A, sono dati dalla sovrapposizio- 
ne di gambe di skelion adiacenti. Questi reticoli costituiti da 12 pen- 
tagoni e da un numero variabile di esagoni (per le ragioni geometri- 
che discusse nel paragrafo 33.2A) rappresentano il sistema più econo- 
mico per racchiudere un oggetto sferico in una gabbia poliedrica. 
Le proteine accessorie si legano probabilmente a proteine che spor- 
gono dalla membrana e che funzionano da recettori per le molecole 
che le vescicole devono sequestrare. (Per gentile concessione di Bar- 
bara Pearse, Medical Research Council, U.K.) 


della deficienza di un enzima necessario per la fosfo- 
rilazione del mannosio. I residui di mannosio-6-fo- 
sfato sono riconosciuti da un recettore presente nelle 
vescicole rivestite che trasportano le idrolasi lisoso- 
miali dall’apparato del Golgi ai lisosomi (paragrafo 
21.3B). Senza dubbio, anche altre glicoproteine ven- 
gono dirette alla loro destinazione finale mediante 
il riconoscimento di specifici residui di carboidrati 
presenti sulla loro molecola. Al contrario, le proteine 
nucleari che devono attraversare solo i pori della 
membrana nucleare (paragrafo 1.24) hanno una corta 
sequenza interna basica che dirige il loro passaggio 
e la loro ritenzione nel nucleo, mentre le proteine 
che risiedono nel RER hanno, come abbiamo visto, 
una sequenza C-terminale Lys-Asp-Glu-Leu. 


Importazione di proteine nei mitocondri 


Poiché la maggior parte delle proteine dei mi- 
tocondri viene sintetizzata nel citosol e poiché i mi- 
tocondri possiedono sia una membrana esterna che 
una membrana interna (paragrafo 20.1A), le protei- 
ne che devono arrivare alla matrice mitocondriale 


sono costrette ad attraversare entrambe le membra- 


ne. In questi ultimi anni si è cominciato a far luce 
sul macchinario che importa le proteine nei mito- 
condri. Le proteine della matrice vengono sintetiz- 
zate con una sequenza di segnale N-terminale costi- 
tuita da un numero variabile di residui da 20 ad 80 
(contenente diversi residui basici e pochi, o nessuno, 
acidi). Queste sequenze non presentano in soluzione 
strutture secondarie definite, ma formano invece 
strutture anfipatiche dopo il loro inserimento nella 
membrana. Le proteine della membrana non sonori- 
piegate prima e durante il processo di traslocazio- 
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Figura 11.44 La fusione di una vescicola con la membrana plasmatica 
preserva l'orientamento delle proteine integrali immerse nel doppio 
strato lipidico della vescicola. L'interno della vescicola e l'esterno 
della cellula sono topologicamente equivalenti in quanto viene sem- 
pre mostrata al citosol della cellula la stessa faccia della membrana 
con lo stesso tipo di proteine. Notate che qualsiasi proteina solubile 
presente nella vescicola viene in ogni caso secreta. Infatti, le proteine 
destinate alla secezione sono accumulate in vescicole di secrezione 
che poi fondono con la membrana plasmatica come mostrato nella 
igura. 


ne, mediante l’inserzione di «chaperon» molecolari co- 
me la proteina da shock da calore Hsp70 (paragrafo 
8.1). La sequenza di segnale interagisce con il recet- 
tore per l’importazione sulla membrana esterna che 
inserisce la proteina non ripiegata nella membrana 
esterna. La proteina della matrice viene poi trasloca- 
ta attraverso la membrana esterna e la membrana 
interna a livello di particolari punti di contatto spe- 
cializzati tra le due membrane. L’importazione vie- 
ne mediata da un complesso di proteine, legate alla 
membrana, e ancora poco caratterizzate, che richie- 
de energia sotto forma di ATP e di un potenziale 
di membrana, Dy, attraverso la membrana mitocon- 
driale interna (l’interno negativo; paragrafi 18.1 e 
20.3B). Una volta all’interno della matrice, la proteina 
importata si ripiega nella sua conformazione nativa, 
in un processo catalizzato dalle proteine da shock da 
calore Hsp 60 e Hsp70, seguito dalla rimozione della 
sequenza di segnale, da parte di proteasi specifiche. 

Le proteine destinate all’inserzione nella membra- 
na interna o esterna o che devono risiedere nello spa- 
zio intermembrana vengono prima importate nella 
matrice e poi esportate nei loro compartimenti mito- 
condriali definitivi. Queste proteine vengono sinte- 
tizzate con una sequenza di segnale N-terminale com- 
posta da due parti, la cui parte più interna , una vol- 
ta rimossa la prima parte per proteolisi, dirige la pro- 
teina alla sua destinazione finale nel mitocondrio. 
Questa via complicata di trasferimento delle protei- 
ne che non fanno parte della matrice sembra riflet- 
tere l'origine procariotica dei mitocondri (paragrafo 
1.24): i mitocondri primordiali, essendo batteri, sin- 
tetizzavano tutte le loro proteine nel citoplasma (la 
matrice primordiale) e quindi le proteine di mem- 
brana o dello spazio intermembrana dovevano esse- 
re esportate a queste destinazioni. 


4. LIPOPROTEINE 


Le proteine che sono covalentemente associate 
ai lipidi formano un classe abbastanza piccola, ma 
in rapida crescita. In molte proteine legate ai lipi- 
di, la proteina ha legato a sé un residuo di acido gras- 
so, di fosfolipide o di glicolipide, molto spesso alle 
estremità N- o C-terminali o vicino ad esse. Per esem- 
pio, il miristato forma legami amidici con i gruppi 
amminici a dei residui N-terminali di Gly, il palmita- 
to forma principalmente legami tioestere con residui 
di Cys in sequenze C-terminali CAAX (dove C è Cys, 
A è un residuo alifatico e X è qualsiasi residuo C- 
terminale). Questi residui lipidici funzionano proba- 
bilmente per ancorare le proteine a cui sono legati 
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alla membrana. Questa necessità di un gruppo idro- 
fobico non spiega però la richiesta funzionale di alcu- 
ne proteine per uno specifico residuo di acido grasso. 

È stato recentemente scoperto che il sito di legame 
del palmitato è realmente un residuo di Cys, diverso 
però da quello nella sequenza C-terminale citata pri- 
ma. Il fatto che la proteina a cui è stato rimosso que- 
sto residuo C-terminale di Cys risulti non più acilabi- 
le è dovuto alla metilazione ed alla farnesilazione a 
cui va incontro questo residuo ed entrambe queste 
modificazioni sono prerequisiti per la palmitilazione 
(il gruppo farnesile è un idrocarburo poliisoprenoi- 
de; paragrafo 23.64). 

L’acilazione con acidi grassi e la farnesilazione so- 
no modificazioni comuni e, in molti casi, essenziali 
in proteine coinvolte nella regolazione della crescita 
cellulare, come ad esempio la proteina codificata da 
un proto-oncogene p21°7 (paragrafo 33.4C). È pos- 
sibile che queste modificazioni consentano alle pro- 
teine di associarsi reversibilmente alle membrane sen- 
za contenere nelle loro molecole le sequenza corret- 
te per l’inserzione nella membrana. Questa osserva- 
zione potrebbe spiegare perché l’inibizione della sin- 
tesi del mevalonato, il precursore dei residui di far- 
nesile, inibisce anche la crescita cellulare. 

Le lipoproteine, particelle costituite da proteine 
e da lipidi associati non covalentemente, sono attual- 
mente più famigliari delle proteine legate ai lipidi. 
Le lipoproteine funzionano nel plasma sanguigno co- 
me veicoli di trasporto per i triacilgliceroli e per il 
colesterolo. In questo paragrafo discuteremo la strut- 
tura, la funzione e la disfunzione di questo gruppo 
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di particelle complesse e come le cellule eucariotiche 
assumono le lipoproteine ed altre proteine specifiche 
dai fluidi esterni per mezzo dell’endocitosi media- 
ta da recettori. 

È stato recentemente scoperto che il glicosilfosfa- 
tidilinositolo (GPI) serve ad ancorare le proteine al- 
la membrana plasmatica negli animali e nei proto- 
zoi. Il nucleo di questa struttura di GPI è costituito 
da fosfatidilinositolo (Tabella 11.2) legato con legami 
glicosidici a un tetrasaccaride lineare composto da 
tre residui di mannosio e da un residuo glucosammi- 
nilico. Il mannosio all’estremità non riducente di que- 
sta struttura forma un ponte fosfoestere con un resi- 
duo di fosfoetanolammina che, a sua volta, forma un 
legame amidico con il gruppo carbossilico C-terminale 
della proteina. Il nucleo tetrasaccaride è in genere 
sostituito con una varietà di residui saccaridici, che 
variano con l’identità della proteina. Vi sono anche 
differenze nella composizione in acidi grassi. Non 
è possibile invece generalizzare sul ruolo o sulle pro- 
prietà delle proteine ancorate alla membrana dal GPI. 


A. Struttura delle lipoproteine 


Le lipoproteine del plasma formano micelle glo- 
bulari costituite da un nucleo non polare di triacilgli- 
ceroli e di esteri del colesterolo, circondati da un rive- 
stimento anfifilico di proteine, fosfolipidi e colestero- 
lo. Esse sono state classificate in cinque grandi cate- 
gorie sulla base delle loro proprietà funzionali e fisi- 
che (Tabella 11.6): 


fa en Aoproteie du La 
Chilomicroni Triacilgliceroli della dieta A-, All, B-48, CA, <0,95 800 S5 000 
e rimanenze (II, C-II, E 
VLDL Triacilgliceroli endogeni, B-100, C-I, C-II, 0,95 — 1,006 300 — 800 
esteri del colesterolo, C-III, E 
colesterolo 
IDL Esteri del colesterolo, B-100, C.III, E 1,006 — 1,019 250-350 
colesterolo 
triacilgliceroli 
LDL Esteri del colesterolo, B-100 1,019- 1,063 180— 280 
colesterolo, 
triacilgliceroli 
HDL Esteri del colesterolo, AL A+, C-, CI, 
colesterolo D, E 1,063—1,210 50-120 


*L'ordine rispecchia la quantità di lipide presente nella lipoproteina. 
Fonte: Brown, M.S. e Gorstein, J.L., in BraunvALD, E., IsseLgacHER, K.J., PETER- 


DORF, R.G., Witson, }.D., MARTIN, ).B. e Fauci, A.S., (curatori), Harrison's prin- 
ciples of internal medicine, 1îa ed., p. 1651, McGraw-Hill, 1987. 
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1. Chilomicroni, che trasportano triacilgliceroli 
e colesterolo esogeni (da una fonte esterna, in 
questo caso dalla dieta) dall’intestino ai tessuti. 

2-4. Lipoproteine a densità molto bassa (VLDL), 
lipoproteine a densità intermedia (IDL) e 
lipoproteine a bassa densità (LDL), un grup- 
po di particelle correlate che trasportano tria- 
cilgliceroli e colesterolo endogeni (da fonti in- 
terne) dal fegato ai tessuti (il fegato sintetizza 
triacilgliceroli dai carboidrati in eccesso; para- 
grafo 23.4). 

5. Lipoproteine ad alta densità (HDL), che tra- 
sportano il colesterolo endogeno dei tessuti al 
fegato. 


Le particelle di lipoproteine vanno incontro a conti- 
nui processi metabolici e possono di conseguenza ave- 
re proprietà e composizioni variabili (Tabella 11.6). 
Ogni particella contiene una quantità sufficiente di 
proteina, di fosfolipide e di colesterolo da poter for- 
mare sulla superficie della particella stessa un mono- 
strato dello spessore di circa 20 À contenente queste 
sostanze (Fig. 11.45). La densità delle lipoproteine è 
inversamente proporzionale al diametro della parti- 
cella, in quanto la densità dello strato di rivestimen- 
to esterno è maggiore di quella del nucleo. 


Apoproteina B-100 
Fosfolipidi 


Esteri del 


colesterolo \É esterificato 


Figura 11.45 Le LDL sono il principale trasportatore del colesterolo 
nel sangue. Questa particella di forma sferica è costituita da circa 
1 500 molecole di colesterolo esterificato circondate da uno strato 
anfifilico composto da 800 molecole di fosfolipidi, 500 molecole di 
colesterolo ed ‘almeno una molecola di apolipoproteina B-100 con 
Una massa di 550 kD. (Fonte: Browm, M.S. e GOLSTEIN, J.L., Sci. Am., 
251, 5, p. 60, 1984. Copyright © Scientific American, Inc.) 
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Figura 11.46 Proiezione a ruota della probabile a-elica anfipatica co- 
stituita dai residui 148 - 165 dell’apolipoproteina A-1 (in una rappre- 
sentazione a ruota le catene laterali presenti nelle varie posizioni ven- 
gono proiettate dall'asse dell’elica verso l'esterno). Notate la segrega- 
zione dei residui non polari e dei residui polari acidi o basici in parti 
distinte dell'elica. Altre eliche delle apolipoproteine hanno una distri- 
buzione delle polarità simili. (Fonte: KAISER, E.T., in OXENDER, D.L. 
e Fox, C.F. (curatori), Protein Engineering, p. 194, Liss, 1987.) 


I componenti proteici delle lipoproteine vengo- 
no detti apolipoproteine oppure semplicemente 
apoproteine. Essi sono solubili in acqua ma, come 
le proteine di membrana solubili in acqua, tendono 
in ambienti acquosi ad aggregare. Nelle diverse lipo- 
proteine umane vi sono almeno nove apolipoprotei- 
ne differentemente distribuite e presenti in quantità 
significative (Tabella 11.6). Le misure di dicroismo 
circolare (CD) indicano che le apolipoproteine hanno 
un elevato contenuto di eliche, che tende ad aumenta- 
re quando esse vengono incorporate nelle lipoprotei- 
ne. Apparentemente le eliche sono stabilizzate dal- 
l’ambiente lipidico, probabilmente in quanto le_eli- 
che soddisfano meglio le esigenze di formazione dei 
legami idrogeno dello scheletro polipeptidico nell’in- 
terno privo di acqua di una membrana. I 
L’analisi della sequenza dei 245 residui della apoA-I 
rivela che sei segmenti simili di 22 residui ciascuno 
hanno un'elevata predisposizione a formare eliche 
(paragrafo 8.1C). Le sequenze di queste eliche putati- 
ve, come quelle di eliche in altre apolipoproteine, han- 
no i residui idrofobici e idrofilici disposti ai lati oppo- 
sti dei cilindri delle eliche (Fig. 11.46). La faccia polare 
dell’elica ha un carattere zwitterionico e cioè ha ca- 
riche negative al centro della faccia, mentre le cari- 
che positive sono localizzate ai bordi. Un segmento 
di 22 residui con un’elevata predisposizione alla for- 
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mazione di eliche, definito da Thomas Kaiser, con 
una distribuzione di cariche simile a quella riportata 
sopra, ma senza avere somiglianze particolari con 
le unità ripetitive dell’apoA-I, si comporta come que- 
sta apolipoproteina nel legame a liposomi composti 
da lecitina di uovo. Evidentemente, il ruolo struttu- 
rale dell’apoA-I, e probabilmente di altre apolipopro- 
teine, viene esplicato da questi segmenti elicoidali 
piuttosto che dalla struttura terziaria organizzata del- 
la proteina. Ciò suggerisce che le a-eliche delle lipo- 
proteine fluttuino sulla superficie fosfolipidica, come 
un tronco sull’acqua. I fosfolipidi sono disposti con 
i loro gruppi carichi legati a residui con carica oppo- 
sta sulla superficie delle eliche e con i loro primi grup- 
pi metilenici che formano associazioni idrofobiche 
con la faccia non polare delle eliche. 


Figura 11.47 Un modello del trasporto dei triacilgliceroli e del cole- 
sterolo nell'uomo. (Fonte: BRoWN, M.S. e GOLDSTEIN, j.L., in BRUN- 
WALD, E., ISSELBACHER, K.)., PETERDORF, R.G., WILSON, j.D., MARTIN, }.B. 
e Fauci, A.S., (curatori), Harrison's principles of internal medicine 11a 
ed., p. 1652, McGraw-Hill, 1987.) 
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B. Funzione delle lipoproteine 


Le diverse lipoproteine hanno, come vedremo 


in seguito, differenti funzioni fisiologiche. 


1 chilomicroni vengono delipidati 
nei capillari dei tessuti periferici 


I chilomicroni, che vengono prodotti nella mu- 
cosa intestinale, servono a mantenere i triacilglicero- 
li e il colesterolo esogeni in sospensione in una solu- 
zione acquosa. Queste lipoproteine vengono rilascia- 
te nella linfa intestinale (detta chilo), che viene tra- 
sportata attraverso i vasi linfatici prima di venire tra- 
sferita nei grandi vasi del corpo, mediante il dotto 
toracico. Dopo un pasto abbondante in grassi, il chilo 
che di solito ha un aspetto trasparente, diventa latti- 
ginoso. 

I chilomicroni aderiscono a siti di legame sulla su- 
perficie (endotelio) dei capillari nel muscolo schele- 
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Figura 11.48 La reazione catalizzata dalla Ri 
lecitina-colesterolo acil transferasi (LCAT). 
Il gruppo acile trasferito è molto spesso un 
residuo di acido linoleico. Lisolecitina Estere del colesterolo 


trico e nel tessuto adiposo. Qui, alcuni minuti dopo 
essere entrati nel circolo sanguigno, la componente 
triacilglicerolica dei chilomicroni viene idrolizzata 
mediante l’azione della lipoproteina lipasi, un en- 
zima extracellulare che viene attivato dall’apoC-II. 
Il tessuto assume i prodotti dell’idrolisi, il monoacil- 
glicerolo e le catene di acido grasso. I chilomicroni 
si contraggono man mano che i loro triacilgliceroli 
vengono idrolizzati, fino a che diventano rimanen- 
ze di chilomicroni ricche di colesterolo. Le rima- 
nenze di chilomicroni rientrano nel circolo dissocian- 
dosi dall’endotelio dei capillari e vengono captati dal 
fegato, come verrà spiegato più avanti. I chilomicro- 
ni funzionano quindi come trasportatori dei triacil- 
gliceroli, presenti nella dieta, al muscolo ed al tessuto 
adiposo e del colesterolo, presente nella dieta, al fega- 
to (Fig. 11.47, a sinistra). 


Le VLDL vengono degradate 
in modo simile ai chilomicroni 


Le VLDL, che vengono sintetizzate nel fegato 
sotto forma di vescicole per il trasporto dei lipidi, 
sono pure degradate dalla lipoproteina lipasi (Fig. 
11.47, a destra). Le rimananze di VLDL riappaiono 
nella circolazione prima come IDL e poi come LDL. 


Nella trasformazione delle VLDL in LDL, quasi tutte 
le proteine vengono rimosse, meno la apoB-100, e 
la maggior parte del colesterolo viene esterificato da 
un enzima associato alle HDL, chiamato lecitina- 
colesterolo acil transferasi (LCAT), come vedre- 
mo in seguito. L’enzima trasferisce un residuo di aci- 
do grasso dal C(2) della lecitina al colesterolo con la 
concomitante formazione di lisolecitina (Fig. 11.48). 


Le cellule captano il colesterolo attraverso 
endocitosi delle LDL mediata da un recettore 


Il colesterolo è un componente essenziale delle 
membrane cellulari degli animali. Questo composto 
può essere rifornito dall’esterno oppure, se questa 
fonte è insufficiente, può essere sintetizzato interna- 
mente dall’organismo (paragrafo 26.6A). Michael 
Brown e Joseph Goldstein hanno dimostrato che le 
cellule ottengono il colesterolo esogeno principalmente 
attraverso l’endocitosi di particelle di LDL, median- 
te un processo che avviene nel modo seguente: l’LDL 
viene sequestrata da un recettore per I’LDL, una 
glicoproteina transmembrana presente sulla superfi- 
cie della cellula, che lega specificamente l’apoB-100 
e l’apoE. I recettori per le LDL si raggruppano in 
invaginazioni rivestite, che servono a riunire i re- 
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Figura 11.49 Fotografia al microscopio elettronico di vescicole rive- 
stite presenti sulla superficie interna della membrana plasmatica di 
* fibroblasti in coltura. Confrontate questa figura con le vescicole rive- 
stite della Fig. 11.43a. (Per gentile concessione di John Heuser, Wa- 
shington University School of Medicin.) 


(a) 


Figura 11.50 Fotografie al microscopio elettronico che mostrano l’en- 
docitosi delle LDI da parte di fibroblasti umani in coltura. Le LDL 
erano coniugate alla ferritina ed appaiono quindi come macchie scu- 
re. (a)Le LDL legate ad una invaginazione rivestita sulla superficie 
della cellula. (b) Formazione della vescicola rivestita che incapsula 
le moleocie di LDL legate, (Fonte: ANDERSON, R.G.W., BROWN, M.S. 
e GOLDSTEIN, }.L., Cell, 10, p. 356, 1977, Copyright © 1977, Cell 
Press.) 
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cettori destinati all’endocitosi e ad escludere le altre 
proteine presenti sulla superficie della cellula. Le in- 
vaginazioni rivestite, che hanno sul lato citoplasma- 
tico la clatrina (Fig. 11.49), si ripiegano su se stesse 
formando le vescicole rivestite che, successivamen- 


. te, fondono con i lisosomi (Fig. 11.50). Questa endo- 


citosi mediata dal recettore (Fig. 11.51) è un mec- 
canismo generale attraverso il quale le cellule posso- 
no captare grandi molecole, ciascuna àttraverso uno 
specifico recettore. Il fegato assume le rimanenze dei 
chilomicroni in questo modo, mediante un recetto- 
re per le rimanenze che lega specificamente l’apoE. 
Come si è potuto osservare da studi con marcatura 
radioattiva, nei lisosomi l’apoB-100 delle LDL viene 
degradata rapidamente nei suoi componenti ammi- 
noacidici (Fig. 11.51). Gli esteri del colesterolo vengo- 
no idrolizzati da una lipasi lisosomiale, liberando il 
colesterolo che viene in seguito incorporato nelle 
membrane cellulari. Se vi è un eccesso di colesterolo 
intracellulare, questo viene riesterificato per essere 
conservato all’interno della cellula, ad opera dell’en- 
zima acil-CoA-colesterolo aciltransferasi (ACAT). 
L’accumulo eccessivo di esteri del colesterolo è im- 
pedito da meccanismi di controllo retroattivi: 


1. Elevati livelli intracellulari di colesterolo soppri- 
mono la sintesi del recettore per le LDL, dimi- 
nuendo la velocità di accumulo delle LDL per en- 
docitosi (anche se il recettore per le LDL viene 
riciclato dalla superficie all’interno della cellula 
e così via ogni dieci minuti, questa glicoproteina 
viene anche degradata lentamente e il tempo di 
dimezzamento è di circa 20h). 

2. L’eccesso intracellulare di colesterolo inibisce la 
biosintesi di altro colesterolo (paragrafo 23.6B). 


Le HDL trasportano il colesterolo 
dai tessuti al fegato 


Le HDL hanno essenzialmente la funzione op- 
posta delle LDL: rimuovono il colesterolo dai tessuti. 
Le HDL si organizzano nel plasma da componenti 
ottenuti in gran parte dalla degradazione di altre li- 
poproteine. Le HDL circolanti acquistano probabil- 
mente il loro colesterolo estraendolo dalla superficie 
delle cellule e convertendolo in forma esterificata at- 
traverso l’azione della LCAT, un enzima che viene at- 
tivato dal componente apoA-I delle HDL. Le HDL fun- 
zionano quindi come trappole per il colesterolo. Molte 
evidenze indicano che le HDL trasferiscono il loro 
colesterolo alle VLDL in un processo poco conosciu- 
to, mediato dall’apoD, che viene anche detta pro- 
teina di trasferimento degli esteri del coleste- 
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Figura 11.51 La sequenza di eventi nell’endocitosi delle LDL mediata 
dal recettore. Le molecole di LDL si fegano al loro recettore nelle 
invaginazioni rivestite (1). Queste si introflettono nella cellula (2) e 
formano le vescicole rivestite (3) il cui rivestimento di clatrina si dis- 
socia in triskelion liberi generando vescicole a superficie liscia dette 
endosomi (4). Gli endosomi fondono poi con una vescicola detta 
CURL (compartimento di disaccoppiamento del recettore e del ligan- 
de), che ha un pH interno di circa 5,0. L'acidità produce la dissocia- 
zione delle LDL dal loro recettore. Le molecole di LDL libere si accu- 
mulano in una porzione della vescicola CURL, mentre i recettori si 
addensano in una struttura tubulare attaccata alla vescicola (6) che 
poi si stacca riciclando i recettori per le LDL alla membrana plasmati- 
ca (7). La porzione del CURL con le LDL (8) fonde con un lisosoma 
(9) formando un lisosoma secondario (10) in cui viene degradato il 
componente apoB-100 delle LDL ad aminoacidi liberi e gli esteri del 
colesterolo sono idrolizzati a colesterolo libero e acidi grassi. 


rolo. Circa una metà delle VLDL, dopo la loro degra- 
dazione in IDL e LDL, vengono captate dal fegato 
attraverso l’endocitosi mediata dal recettore per le 
LDL (Fig. 11.47, a sinistra). Vi sono pure indicazioni 
sperimentali che provano che il fegato è in grado 
di captare direttamente le HDL attraverso uno speci- 
fico recettore per le HDL. In ogni caso, il fegato 
è l’unico organo capace di conservare quantità signi- 
ficative di colesterolo (sotto forma di acidi biliari; pa- 
*ragrafo 23.6C). 


Membrana plasmatica 


C. Disfunzione delle lipoproteine 
nell’aterosclerosi 


L’aterosclerosi, la forma più comune di arte- 
riosclerosi (indurimento delle arterie), è caratteriz- 
zata dalla presenza di ateromi (dal greco: athere, 
sostanza molle), ispessimenti delle arterie che dopo 
dissezione essudano un deposito pastoso giallo, com- 
posto quasi esclusivamente di esteri del colesterolo. 
L’aterosclerosi è una malattia progressiva che in- 
zia come depositi intracellulari di lipidi nelle cellule 
del muscolo liscio della parete interna dell’arteria. Que- 
ste lesioni possono diventare placche fibrose e calcifi- 
cate che rallentano o anche bloccano le arterie. Le 
rugosità che si formano all’interno dei vasi promuo- 
vono la formazione di coaguli che, a loro volta, pos- 
sono occludere l’arteria. 
Un blocco del fiusso sanguigno, che è noto sotto il 
nome di infarto, causa la morte dei tessuti che resta- 
no senza il normale apporto sanguigno. Ciò può ge- 
nerare un infarto del miocardio (un attacco di cuo- 
re), la causa più comune di morte nel mondo occi- 
dentale. 
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L’aterosclerosi è causata da una deficienza 
in recettori per le LDL 


[458]Lo sviluppo dell’aterosclerosi è fortemente cor- 
relato ai livelli di colesterolo plasmatico. Ciò è parti- 
colarmente evidente negli individui affetti da iper- 
colesterolemia famigliare. Gli omozigoti con que- 
sta malattia ereditaria hanno livelli particolarmente 
elevati di LDL ricche in colesterolo nel plasma; la con- 
centrazione di colesterolo totale nel loro plasma può 
essere anche dalle tre alle cinque volte superiore alla 
media normale di circa 175 mg/100 ml. Questa situa- 
zione porta alla deposizione del colesterolo nella pel- 
le e nei tendini sotto forma di noduli gialli detti xan- 
tomi. I danni maggiori derivano però dalla rapida 
formazione di ateromi che negli omozigoti possono 
causare la morte per infarto anche ad un°età di cin- 
que anni. Gli eterozigoti, che comprendono una per- 
sona ogni 500, sono colpiti meno gravemente dalla 
malattia e sviluppano sintomi di danni coronarici so- 
lo dopo i trent'anni. 

Le cellule prese da omozigoti per l’ipercolesterole- 
mia famigliare mancano completamente dei recettori 
per le LDL, mentre quelle di eterozigoti hanno circa 
la metà del numero normale di recettori. Gli omozigo- 
ti e, in minor grado, gli eterozigoti non possono usare 
il colesterolo presente nelle LDL e le loro cellule devo- 
no sintetizzare molto più colesterolo di quanto sia 
realmente necessario. Gli elevati livelli di LDL nel 
plasma di questi individui sono dovuti alle due cause 
correlate: 


1. La velocità di degrazione delle LDL è minore per 
la mancanza di recettori. 

2. La velocità di sintesi delle LDL a partire dalle IDL 
è aumentata per la mancanza di rimozione delle 
IDL da parte dei recettori per le LDL. 


I recettori decontaminanti 
legano le LDL ossidate 


Le placche aterosclerotiche in individui con 
ipercolesterolemia famigliare (HF) contengono macro- 
fagi (un tipo di globuli bianchi) che sono così carichi 
di colesterolo da essere chiamati cellule schiumose. 
Come fanno i macrofagi ad internalizzare il coleste- 
rolo? I macrofagi di individui normali o affetti da 
HF hanno pochi recettori per le LDL e quindi inter- 
nalizzano poche molecole di LDL native. Però queste 
cellule assumono con grande avidità le molecole di 
LDL modificate chimicamente per acetilazione dei 
suoi residui di Lys (che elimina una catena laterale 
carica positivamente, aumentando quindi la carica 
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negativa della molecola di LDL). I recettori sulla su- 
perficie del macrofago che legano le LDL acetilate 
vengono detti recettori decontaminanti, in quan- 
to legano anche certe altre molecole polianioniche. 
Il recettore è una proteina trimerica la cui struttura 
primaria, dedotta dalla sequenza del gene, mette in 
evidenza la presenza di un dominio C-terminale ric- 
co in residui di Cys, che probabilmente lega le LDL 
acetilate, collegato ad un segmento transmembrana 
N-terminale da uno stelo fibroso. Lo stelo è costituito 
da un’o-elica ripiegata di 163 residui, basata sulla ri- 
petizione di gruppi di sette residui (paragrafo 7.24), 
adiacente a una tripla elica simile a quella del colla- 
geno (paragrafo 7.2C), composta da 24 ripetizioni della 
sequenza Gly-X-Y, in cui molti Y ed alcuni X sono 
residui di Pro. 

I ligandi fisiologici dei recettori decontaminanti so- 
no le molecole di LDL ossidate. Gli acidi grassi insa- 
turi delle LDL sono molto sensibili alle ossidazioni 
chimiche, ma nel sangue sono protetti dall’ossidazio- 
ne da antiossidanti. Questi composti tendono a scom- 
parire quando le LDL vengono intrappolate su una 
parete arteriosa per un certo periodo di tempo. Di 
conseguenza, i radicali dell’ossigeno convertono gli aci- 
di grassi insaturi in aldeidi e in ossidi che reagiscono 
con i residui di Lys della proteina, mimando la rea- 
zione di acetilazione. Il significato fisiologico di que- 
ste trasformazioni è confermato dal fatto che anticor- 
pi contro residui di Lys coniugati ad aldeidi si legano 
alle placche aterosclerotiche, che le LDL delle placche 
aterosclerotiche si legano ai recettori decontaminanti 
e che gli antiossidanti inibiscono l’aterosclerosi nei co- 
nigli che hanno una malattia analoga all’FH. Anche 
il fumo delle sigarette ossida le LDL ed i fumatori pre- 
sentano un’aumentata incidenza dell’aterosclerosi. 


L’incidenza delle malattie cardiovascolari 
è correlata agli alti livelli di LDL e 
ai bassi livelli di HDL 


Si pensa che gli ateromi abbiano origine da un 
danno della superficie di un arteria, attraverso cui 
il plasma penetra nella parete del vaso ad una veloci- 
tà che determina un apporto di lipoproteine superio- 
re alla capacità di smaltimento dei processi di endo- 
citosi mediati da recettori. Le cellule del muscolo li- 
scio inglobano questo materiale esterno mediante un 
processo non specifico detto fagocitosi. La degrada- 
zione lisosomiale delle LDL ingerite porta alla for- 
mazione di un residuo insolubile di colesterolo che 
si accumula nelle cellule sotto forma di esteri del co- 
lesterolo. Elevati livelli di LDL plasmatici accelerano 
di conseguenza questo processo. 
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Se questo modello di formazione di un ateroma 
è corretto, la quantità ottimale di LDL nel plasma 
corrisponderà alla quantità minima che consente pe- 
rò un giusto rifornimento alle cellule. Questo livello, 
che si pensa sia intorno ai 25 mg di colesterolo per 
100 ml, è presente in diverse specie di mammiferi 
che non sono soggette ad aterosclerosi, come pure 
nei neonati. I livelli di LDL nel plasma di uomini 
adulti dell’emisfero occidentale sono però circa set- 
te volte più alti di quelli supposti corretti. I motivi 
di questa elevata concentrazione di colesterolo nel 
sangue sono sconosciuti, ma è chiaro che sono in- 
fluenzati dalla dieta e dagli stress ambientali. Le stra- 
tegie mediche utilizzate per ridurre i livelli di cole- 
sterolo plasmatico sono considerate nel paragrafo 
23.68. 
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Studi epidemiologici hanno indicato che elevati li- 
velli plasmatici di HDL sono fortemente correlati ad 
una bassa incidenza delle malattie cardiovascolari. 
Le donne hanno livelli di HDL più alti di quelli degli 
uomini ed hanno meno malattie cardiache. Molti dei 
fattori che diminuiscono l’incidenza delle malattie car- 
diache tendono anche ad alzare i livelli di HDL. Que- 
sti fattori comprendono l’esercizio fisico, la perdita 
di peso, alcuni farmaci (tra cui l’alcol) e gli ormoni 
sessuali femminili, detti estrogeni (paragrafo 34.44). 
Al contrario, il fumo delle sigarette è inversamente 
correlato alla concentrazione di HDL. Curiosamente, 
in comunità con una bassa incidenza delle patologie 
coronariche, sono bassi i valori medi delle concen- 
trazioni sia delle HDL che delle LDL. Le ragioni sono 
però ancora sconosciute. 


Gli acidi grassi sono acidi carbossilici a catena 
lunga (con uno o più doppi legami) che hanno di soli- 
to una configurazione cis. I loro anioni sono molecole 
anfifiliche che formano micelle in acqua. Gli acidi gras- 
si sono solo di rado liberi in natura, ma fanno parte 


cilgliceroli o grassi neutri, sono molecole non polari 
che costituiscono una delle principali forme di conser- 
vazione delle sostanze nutrienti negli animali. I lipidi 
presenti nelle membrane sono i fosfolipidi, gli sfingo- 
lipidi ed il colesterolo. Gli sfingolipidi, come i cerebro- 
sidi ed i gangliosidi hanno teste polari costituite da 
carboidrati complessi che agiscono come segnali di ri- 
conoscimento in molti processi biologici. 

Le forme molecolari dei lipidi di membrana deter- 
minano la loro aggregazione in soluzioni acquose in 
strutture a doppio strato. Questi formano vescicole 
chiuse (liposomi) che sono utili modelli per lo studio 
delle membrane. I doppi strati sono essenzialmente 
impermeabili alle molecole polari, fatta eccezione per 
l’acqua. Il movimento a flip-flop di un lipide in una 
membrana è un evento estremamente raro. Al con- 
trario, i doppi strati sopra la loro temperatura di 
transizione si comportano come fluidi bidimensionali 
în cui ogni molecola lipidica può spostarsi nel piano 
del doppio strato. Il colesterolo diminuisce la fluidità 
della membrana ed allarga il campo di temperature 
di transizione, interferendo con l’ordinato impacchet- 
tamento delle catene degli acidi grassi dei lipidi. 


Le membrane biologiche contengono un’elevata pro- 
porzione di proteine. Le proteine integrali hanno re- 
gioni superficiali non polari che si associano idrofobi- 
camente al nucleo del doppio strato. Le proteine peri- 
feriche si legano alle proteine integrali sulla superfi- 
cie della membrana mediante interazioni polari. Pro- 
teine integrali specifiche sono associate invariabilmen- 
te ad un certo lato della membrana oppure, se sono 
proteine transmembrana, hanno un solo tipo di orien- 
tamento. In base al modello del mosaico fluido della 
struttura della membrana, le proteine integrali sono 
simili ad iceberg che galleggiano in un mare lipidico 
bidimensionale. Queste proteine, come si può osser- 
vare con le tecniche del freeze-etch e del freeze fractu- 
re, sono distribuite casualmente nella membrana. 

Lo scheletro della membrana dell’eritrocita è respon- 
sabile della forma, della flessibilità e della fluidità 
del globulo rosso. La spettrina, il principale costituente 
dello scheletro della membrana, è una proteina dime- 
rica simile ad un verme, le cui molecole sono legate 
tra loro da ponti di oligomeri di actina e dalla protei- 
na della banda 4,1. Il reticolo proteico che si genera 
è ancorato alla membrana mediante l’associazione 
della spettrina all’anchirina che, a sua volta, si lega 
alla proteina della banda 3, una proteina transmem- 
brana che forma canali anionici. 

La superficie degli eritrociti presenta vari antigeni 
per i gruppi sanguigni. Gli antigeni del sistema ABO 
differiscono negli zucccheri presenti alle estremità non 
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riducénti. Le sostanze dei gruppi sanguigni ABO sono 
presenti nelle membrane di molti altri tipi di cellule 
e nelle secrezioni di molti individui. Gli antigeni dei 
gruppi sanguigni M ed N differiscono nella sequenza 
amminocidica N-terminale della glicoproteina tran- 
smembrana glicoforina A. 

Le giunzioni comunicanti sono tubi proteici di for- 
ma esagonale, che uniscono due cellule adiacenti. Il 
canale centrale delle giunzioni comunicanti, che viene 
chiuso dalle elevate concentrazioni di Ca?+, consente 
il passaggio soltanto alle piccole molecole e agli ioni, 
ma non alle macromolecole. 

Le nuove membrane vengono sintetizzate per espan- 
sione di una membrana vecchia. I lipidi sono sintetiz- 
zati da enzimi legati alla membrana e sono deposita- 
ti su un lato della membrana. Essi migrano poi sul- 
l’altro lato per meccanismi a flip-flop catalizzati da 
proteine di membrana. Negli eucarioti, i lipidi sono 
trasportati alle diverse membrane da vescicole o da 
proteine che scambiano i fosfolipidi. Le proteine di 
secrezione e molte proteine transmembrana vengono 
sintetizzate con una sequenza di segnale extra che 
facilita il loro passaggio nel reticolo endoplasmatico, 
appena la catena nascente lascia i ribosomi. Le cate- 
ne polipeptidiche vengono apparentemente inserite nel- 
la membrana in forma non ripiegata mediante un 
processo guidato dall’ATP a cui partecipa la proteina 
Hsp70, una proteina da shock da calore. Una volta 
che la proteina è entrata nel reticolo endoplasmatico, 
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la sua sequenza di segnale viene rimossa ed inizia il 
processo di glicosilazione. Il polipeptide viene traspor- 
tato mediante le vescicole rivestite all’apparato del Gol- 
gi, dove viene completata la glicosilazione. Le proteine 
di secrezione o transmembrana mature vengono tra- 
sportate ancora per mezzo delle vescicole rivestite alle 
rispettive destinazioni cellulari finali. Le proteine pos- 
sono essere inviate alla loro destinazione finale da spe- 
cifiche glicosilazioni o da sequenze di segnale. 

I lipidi sono trasportati nel sangue da lipoproteine 
plasmatiche. Esse sono essenzialmente gocce di tria- 
cilgliceroli e di colesterolo rivestite da un monostrato 
di fosfolipidi, colesterolo e apolipoproteine. Le eliche 
anfifiliche delle apolipoproteine fluttuano sulla super- 
ficie delle lipoproteine in contatto idrofobico con i li- 
pidi presenti nell’interno. I chilomicroni e le VLDL ser- 
vono a trasportare i triacilgliceroli ed il colesterolo; 
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rolo. I triacilgliceroli dei chilomicroni e delle VLDL so- 
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nei capillari. Le LDL, i prodotti della degradazione 
delle VLDL, si legano a recettori per le LDL sulla su- 
perficie della cellula e vengono captati attraverso una 
endocitosi mediata dal recettore. La presenza di un 
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PROBLEMI 


1. Spiegate la differenza nel punto di fusione tra l’aci- 
do oleico trans (44,5 °C) e l’acido oleico cis (13,4 °C). 


2. Perché gli animali che vivono in climi freddi hanno 
in genere più acidi polinsaturi nei loro grassi, ri- 
spetto a quelli che vivono in climi più miti? 


*3. Quanti isomeri diversi della fosfatidilserina, del tria- 
cilglicerolo e della cardiolipina è possibile ottenere 
da quattro tipi di acido grasso? 


4. Stimate lo spessore dello strato superficiale formato dal 
cucchiaino di olio di Benjamin Franklin sullo stagno 
di Clapham (1 cucchiaino=5 ml e 1 acro=4047 m?). 


5. L’«acqua dura» contiene concentrazioni elevate di 
Ca*+. Spiegate perché il sapone non lava nell’acqua 
dura. 


6. Spiegate perché gli idrocarburi puri non formano 
monostrati sull’acqua. 


7. Le bolle di sapone sono doppi strati con l’interno al- 
l’esterno; cioè i gruppi polari con un poco di acqua 
sono all’interno del doppio strato in contatto tra lo- 
ro, mentre le code idrofobiche sono esposte all’aria. 
Spiegate le basi fisiche di questo fenomeno. 


8. Descrivete l’azione dei detergenti nell’estrarre le pro- 
teine integrali dalle membrane. Perché essi impedi- 
scono a queste proteine di precipitare? Perché i de- 
tergenti blandi come il Triton X-100 si legano soltan- 
to alle proteine che formano complessi con i lipidi? 


*9. La porzione transmembrana della glicoforina A è 
un’a elica? (Usate le regole di Chou e Fasman; para- 
grafo 8.1C.) 


10. La simmetria delle proteine integrali oligomeriche 
di membrana è limitata dalla necessità che hanno 
le sue subunità di essere tutte orientate nello stesso 
modo rispetto al piano della membrana. Quale sim- 
metria possono avere queste proteine? Spiegate il per- 
ché. (La simmetria delle proteine è stata discussa nel 
paragrafo 7.5B.) 


11. Spiegate perché gli anticorpi contro gli antigeni del 
gruppo sanguigno tipo A sono inibiti dall’N- 
acetilgalattosammina, mentre anticorpi contro il grup- 
po B sono inibiti dal galattosio. 


STANBURY, J.B., WYNGAARDEN, J.B., FREDRICKSON, D.S., GOL- 
STEN, J.L. e BROWN, M.S., (curatori), (1983), The meta- 
Doe basis of inherited disease, 5a ed., Parte 4, McGraw- 
Hill. 

THOMAS, J.R., QweEK, R.A. e RADEMACHER, T.W., (1990), 
«Structure, biosynthesis and function of glycophospha- 
tidylinositols», Biochemistry, 29, pp. 5413-5422. 


12. Gli individui con un certo gruppo sanguigno del si- 
stema ABO vengono detti donatori universali, men- 
tre coloro che hanno un altro tipo di gruppo sangui- 
gno vengono detti riceventi universali. Quali sono 
questi gruppi sanguigni? 


13. Gli anticorpi anti H non sono presenti di solito nel san- 
gue umano. Essi possono essere indotti però in anima- 
li iniettando loro sangue umano. Come ci si può aspet- 
tare che reagiscano questi anticorpi con i tessuti otte- 
nuti da individui con i gruppi sanguigni tipo A, Be O? 
*14. In una forma geneticamente distinta di ipercoleste- 
rolemia famigliare, le LDL si legano alla superficie 
cellulare, ma non vengono internalizzate per endo- 
citosi. Fotografie al microscopio elettronico hanno ri- 
velato che ogni cellula mutante ha il suo normale 
complemento di invaginazioni rivestite, ma le LDL 
coniugate alla ferritina non si legano ad esse. Le LDL 
legate sono invece uniformemente distribuite sulla 
superificie cellulare nelle regioni senza invaginazio- 
ni rivestite. Apparentemente, le proprietà di legame 
dei recettori nelle cellule mutanti sono normali, ma 
questi sono posti in punti sbagliati. Che cosa suggeri- 
scono questi dati sulla distribuzione dei recettori per 

le LDL nelle invaginazioni rivestite? 


15. La Tabella 11.6 riporta che la densità delle lipopro- 
teine aumenta al diminuire del diametro della parti- 
cella. Spiegate il perché. 


16. Alcuni tipi di virus animali formano gemmazioni sul- 
la superficie della cellula molto simili alle invagina- 
zioni rivestite che si proiettano verso il citoplasma 
durante l’endocitosi e la formazione delle vescicole 
rivestite. In entrambi i casi, le vescicole membrano- 
se si formano attraverso una armatura poliedrica. Di- 
segnate la gemmazione di un virus animale ed indi- 
cate la localizzazione della sua membrana relativa- 
mente al suo rivestimento proteico. 


17. La malattia di Wolman è nella forma omozigote 
a rapido esito fatale ed è caratterizzata da una grave 
deficienza di colesteril estere idrolasi, l’enzima che 
catalizza l’idrolisi degli esteri del colesterolo presen- 
ti all’interno della cellula. Potete descrivere come ap- 
pariranno al microscopio le cellule dei pazienti affet- 
ti da questa malattia? 


Meccanismi 
dell’azione 
enzimatica 


La carbopeptidasi A digestiva mostra 
il suo foglietto ripiegato B. 
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1. Prospettiva storica 


2. Specificità di substrato 
A. Stereospecificità 
B. Specificità geometrica 


3. I coenzimi 


4. Regolazione dell'attività enzimatica 


5. Nomenclatura degli enzimi 
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Introduzione 
agli enzimi 


La grande varietà di reazioni biochimiche che 
cooperano al mantenimento della vita sono pratica- 
mente tutte mediate da una serie di catalizzatori bio- 
logici fondamentali, noti come enzimi. Anche se gli 
enzimi sono assoggettati alle stesse leggi della natura 
che governano il comportamento delle altre sostan- 
ze, essi differiscono dai catalizzatori chimici normali 
per alcuni aspetti fondamentali: 


1. Velocità di reazione più elevate: le velocità 
delle reazioni catalizzate enzimaticamente sono 
più elevate di quelle delle reazioni non catalizza- 
te di un fattore che può variare da 105 a 10! e 
sono almeno alcuni ordini di grandezza superiori 
a quelle delle reazioni catalizzate chimicamente. 

2. Condizioni di reazione più moderate: le rea- 
zioni catalizzate enzimaticamente avvengono in 
condizioni relativamente moderate: la tempera- 
tura è al di sotto dei 100 °C, la pressione è atmo- 
sferica ed il pH è pressoché neutro. Al contrario, 
una catalisi chimica efficace richiede spesso tem- 
perature e pressioni molto elevate e pH estremi. 

3. Maggiore specificità della reazione: gli enzi- 

mi hanno un elevatissimo grado di specificità sia 

nei confronti dell’identità chimica dei loro sub- 

strati (reattanti), sia per quella dei prodotti, mol- 
to maggiore di qualunque catalizzatore chimico. 

Di conseguenza, una reazione enzimatica produ- 

ce prodotti collaterali solo molto raramente. Per 

esempio, nella sintesi enzimatica delle proteine 
che avviene sui ribosomi (paragrafo 30.3) vengo- 
no sintetizzati polipeptidi contenenti anche più 

di 1000 residui amminoacidici senza un singolo 

errore. Nella sintesi chimica dei polipeptidi, in- 

vece, la formazione di prodotti collaterali e di for- 
me incomplete limita la lunghezza dei polipepti- 

di che possono essere ottenuti con questa tecnica, 

in modo accurato e con una resa discreta, a non 

più di 50 residui amminoacidici. 

Capacità di regolazione: l’attività catalitica di 

molti enzimi varia in funzione della concentra- 


ha 
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zione di sostanze diverse dai loro substrati. I mec- 
canismi di questi processi di regolazione compren- 
dono il controllo allosterico, la modificazione co- 
valente degli enzimi e variazioni nella quantità 
di enzima sintetizzato. 


Queste considerazioni sulle proprietà catalitiche 
degli enzimi propongono uno dei problemi fonda- 
mentali della biochimica e cioè come funzionano gli 
enzimi. Tratteremo questo argomento a cominciare 
da questa parte del testo. 

In questo capitolo, dopo una breve analisi storica, 
cominceremo il nostro studio degli enzimi con una 
discussione su due esempi molto esplicativi sull’azio- 
ne degli enzimi: il primo illustra i meccanismi attra- 
verso cui si manifesta la specificità degli enzimi; il 
secondo esempio esemplifica invece la regolazione 
dell’attività enzimatica. Queste non sono di certo trat- 
tazioni complete del problema, ma servono a pun- 
tualizzare e a focalizzare alcuni aspetti particolarmen- 
te importanti dell’attività degli enzimi. Incontrere- 
mo in seguito numerosi altri esempi di questi feno-, 
meni durante lo studio del metabolismo (Capitoli 
15-26). Trattando questi due aspetti dell’attività enzi- 
matica, considereremo anche il ruolo dei cofattori en- 
zimatici. Il capitolo finisce con un paragrafo sulla no- 
menclatura degli enzimi. Nel Capitolo 13 prendere- 
mo in esame i formalismi della cinetica enzimatica 
in quanto lo studio delle velocità delle reazioni cata- 
lizzate dagli enzimi è in grado di fornirci importanti 
informazioni sul meccanismo che ne sta alla base. 
Il Capitolo 14 contiene una discussione generale sui 
meccanismi catalitici utilizzati dagli enzimi e un esa- 
me dettagliato di quello di alcuni enzimi specifici. 


1. PROSPETTIVA STORICA 


[465]L'’inizio della storia dell’enzimologia, lo stu- 
dio degli enzimi, coincide in gran parte con la storia 
della biochimica; queste due discipline si sono evolu- 
te insieme a partire dagli studi sulla fermentazione 
e sulla digestione condotti nel diciannovesimo seco- 
lo. Si è soliti datare l’inizio della ricerca sulla fer- 
mentazione nel 1810, quando Joseph Gay-Lussac sta- 
bilì che l’etanolo e la CO; erano i principali prodotti 
della decomposizione dello zucchero da parte del lie- 
vito. Nel 1835, Jacob Berzelius, nella prima teoria ge- 
nerale sulla catalisi chimica, stabilì che un estratto 
di malto, conosciuto come diastasi (oggi si sa che 
contiene a-amilasi; paragrafo 10.2D) catalizzava l’i- 
drolisi dell’amido in modo più efficace dello stesso 
acido solforico. A parte la capacità degli acidi mine- 


rali di mimare l’effetto della diastasi, fu proprio l’in- 
capacità di riprodurre in laboratorio la maggior par- 
te delle reazioni biochimiche che indusse Louis Pa- 
steur, alla metà del diciannovesimo secolo, a propor- 
re che il processo della fermentazione potesse avve- 
nire solo nelle cellule viventi. Quindi, cosa abbastan- 
za comune a quell’epoca, Pasteur assunse che i siste- 
mi viventi possedessero una «forza vitale» che per- 
metteva loro di evadere le leggi della natura che go- 
vernano la materia inanimata. Altri, in particolare 
Justus Liebig, sostenevano che i processi biologici fos- 
sero causati dall’azione di sostanze chimiche chiamate 
«fermenti». Il termine «enzima» (dal Greco en, in + 
zyme, lievito) fu coniato nel 1878 da Fredrich Wil- 
helm Kiihne, per enfatizzare che nel lievito vi era 
qualche cosa che catalizzava le reazioni della fermen- 
tazione. Fu però solo nel 1897 che Eduard Buchner 
ottenne un estratto cellulare che poteva sintetizzare 
l’etanolo a partire da glucosio (fermentazione alco- 
lica; paragrafo 16.3B). 

La scoperta di Emil Fischer, nel 1894, che gli enzi- 
mi glicolitici possono distinguere tra stereoisomeri, 
portò alla formulazione dell’ipotesi della serratu- 
ra e della chiave: la specificità di un enzima (la 
serratura) per il suo substrato (la chiave) deriva dal- 
le loro forme geometricamente complementari. La com- 
posizione chimica degli enzimi non fu però definiti- 
vamente stabilita fino a questo secolo. Nel 1926, Ja- 
mes Sumner, che cristallizzò per la prima volta un 
enzima, l’ureasi che catalizza l’idrolisi dell’urea in 
ammoniaca e anidride carbonica, dimostrò che que- 
sti cristalli contenevano una proteina. Poiché le pre- 
parazioni di Sumner non erano molto pure, la natu- 
ra proteica degli enzimi non fu generalmente accet- 
tata fino alla metà degli anni ’30, quando John North- 
rop e Moses Kunitz stabilirono che esisteva una cor- 
relazione diretta tra l’attività della pepsina, della trip- 
sina e della chimotripsina, tutte in forma cristallina, 
e la quantità di proteina presente. L'esperienza enzi- 
mologica ha poi ampiamente dimostrato che gli en- 
zimi sono proteine (anche se di recente si è osservato 
che alcune forme di RNA possiedono proprietà cata- 
litiche; paragrafo 29.4B). 

Anche se la storia dell’enzimologia inizia molto lon- 
tano, la maggior parte delle nostre conoscenze sulla 
natura e sulla funzione degli enzimi è stata ottenuta 
nella seconda metà del ventesimo secolo. Solo quando 
furono disponibili tecniche molto sofisticate per la se- 
parazione e l’analisi di una proteina, diventò possibile 
l'isolamento e la caratterizzazione di un enzima. Fu 
solo nel 1963 che fu resa nota per intero la prima se- 
quenza amminoacidica di un enzima, la ribonu- 
cleasi A del pancreas bovino (paragrafò 14.1A); e 
nel 1965 si ottenne, sempre per la prima volta, una 
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struttura ai raggi X di un enzima, cioè del lisozima 
dell’albume dell’uovo (paragrafo 14.2A). Da allora ad 
oggi sono stati purificati e caratterizzati circa 2 000 
enzimi, numero che sta rapidamente crescendo. 


2. SPECIFICITÀ DI SUBSTRATO 


[466]Le forze non covalenti che mantengono legati 
i substrati e altre molecole agli enzimi sono identiche 
per carattere a quelle che determinano la conforma- 
zione delle proteine stesse (paragrafo 7.4): in entram- 
bi i casi sono coinvolte interazioni di van der Waals 
e idrofobiche oltre a legami idrogeno ed elettrostatici. 
In generale, un sito di legame per il substrato è costi- 
tuito da un incavo (o da una fessura) sulla superficie 
della molecola enzimatica che ha una forma comple- 
mentare a quella del substrato (complementarietà geo- 
metrica). Inoltre, i residui amminoacidici che forma- 
no il sito di legame sono organizzati in modo da in- 
teragire con il substrato mediante attrazioni elettro- 
statiche (complementarietà elettronica; Fig. 12.1). Le 
molecole che differiscono dal substrato per la forma 
o per la distribuzione di gruppi funzionali non si 
possono legare produttivamente all’enzima; quindi 


Figura 12.1 Schema di un complesso enzima-substrato, che mostra 
la complementarietà geometrica e fisica esistente tra enzima e sub- 
strato. | gruppi idrofobici sono rappresentati da una H in un cerchio 
marrone,mentre le linee tratteggiate sono legami idrogeno. 
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questi composti non possono generare complessi 
enzima-substrato, che determinano poi la formazio- 
ne dei prodotti. In accordo con l’ipotesi della serratu- 
ra e della chiave, il sito che lega il substrato può esi- 
stere sull’enzima anche in assenza di substrato lega- 
to oppure, come viene suggerito dall’ipotesi dell’a- 
dattamento indotto (paragrafo 9.4C), si può formare 
intorno al substrato mentre si lega all’enzima. Studi 
ai raggi X hanno stabilito che i siti di legame del sub- 
strato sono in genere preformati nella maggior parte 
degli enzimi e che un certo grado di adattamento in- 
dotto è sempre presente in seguito al legame del sub- 
strato. 


A. Stereospecificità 


Gli enzimi sono altamente specifici sia nel lega- 
me di substrati chiralici, sia nel catalizzare le loro 
reazioni. Questa stereospecificità deriva dal fatto 
che gli enzimi, possedendo essi stessi una specifica 
chiralità (le proteine sono costituite solo da L- 
amminoacidi), formano siti attivi asimmetrici. Per 
esempio, la tripsina idrolizza rapidamente polipepti- 
di composti da L-amminoacidi, ma non quelli conte- 
nenti p-amminoacidi. Allo stesso modo, gli enzimi 
coinvolti nel metabolismo del glucosio (paragrafo 16.2) 
sono specifici solo per il D-glucosio. 

Gli enzimi sono assolutamente stereospecifici nella 
reazione che catalizzano. Ciò è stato dimostrato in 
modo definitivo nel caso della alcol deidrogenasi 
del lievito (YADH) mediante esperimenti condotti 
da Frank Westheimer e Birgit Vennesland. 

L’alcol deidrogenasi catalizza l’interconversione del- 
l’etanolo in acetaldeide e viceversa, secondo la rea- 
zione: 


(0) 
+ _YADH Il % 
CH3CH0H + NADÙ ===* CH3CH + NADH + H 
Etanolo Acetaldeide 


Le strutture del NAD* e del NADH sono riportate 
nella Fig. 12.2. L’etanolo, come possiamo osservare, 
è una molecola prochiralica (vedi paragrafo 4.2C per 
una discussione sulla prochiralità): 


OH 
Horo-S ale e —Horo-R 


CHy 


I due atomi di idrogeno del gruppo metilenico dell’e- 
tanolo non risultano equivalenti se la molecola viene 


cpr ro 
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Forma ossidata 


Nicotinamide 


p-ribosio 


Adenosina 


X=H Nicotinamide adenina dinucleotide (NAD*) 


X= POS Nicotinamide adenina dinucleotide fosfato (NADP*) 


posta in uno stampo asimmetrico (Fig. 12.3). I siti 
che legano il substrato negli enzimi sono, di conse- 
guenza, questo tipo di stampi, in quanto essi immo- 
bilizzano i gruppi reattivi del substrato sulla super- 
ficie dell’enzima. 

Westheimer e Vennesland identificarono la natura 
stereospecifica della reazione della YADH mediante 
la seguente serie di esperimenti: 


1. Se nella reazione della YADH viene utilizzato eta- 
nolo deuterato, il prodotto NADH è deuterato: 


H (o) 
I 
i DC YADH 
CH3CD,0H + NH, = 
+0 
di 
R 
NAD* 


Cr 
NH, + 283 [ 


Forma ridotta 
HH 0 
A Il 
(6) 
| NH, + H 
N 
| 
R 


Figura 12.2 Strutture e reazioni del nicotinamide adenina 
dinucleotide (NAD*) e del nicotinamide adenina dinucleo- 
tide fosfato. Le loro forme ridotte sono NADH e NADPH. 
In precedenza essi venivano chiamati difosfopiridin nucleo- 
tide (DPN*) e trifosfopiridin nucleotide (TPN*) e le loro 
forme ridotte erano indicate con DPNH e TPNH. Questi 
composti che venivano collettivamente indicati con il nome 
di coenzimi nicotinamidici oppure nucleotidi piridinici (la 
nicotinamide è un derivato piridinico) agiscono da traspor- 
tatori intracellulari di equivalenti riducenti (elettroni). Nella 
reazione viene modificato solo l'anello nicotinamidico. La 
riduzione coinvolge formalmente attraverso il trasferimento 
di due atomi di idrogeno (H -) anche se il meccanismo rea- 
le della riduzione può essere diverso. 


Figura 12.3 Il legame specifico di un centro prochiralico a un sito 
di legame sull’enzima permette all'enzima stesso di distinguere tra 
gruppi prochiralici diversi. 


È interessante notare che l’anello nicotinammidi- 
co del NAD* è pure prochiralico. 

2. Se questo NADD viene isolato e utilizzato nella 
reazione inversa per ridurre acetaldeide normale 
non marcata, il deuterio viene trasferito quanti- 
tativamente dal NADD al prodotto etanolo: 
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OH 
H-—C—D + NAD* 


CHg 


3. Se viene prodotto nel modo seguente l’enantio- 
mero del CH;CHDOH formato in precedenza: 


o) SR 
ADH 


Il Y i 
CH;CD + NADH + H* ==> D-—C—H + NAD' 


CHy 


nessun atomo di deuterio può essere trasferito dal- 
l’etanolo al NAD* nella reazione inversa. 

4. Se questa molecola di etanolo viene convertita nel 
suo derivato tosilato e poi invertita mediante idro- 
lisi Sy2 per generare etanolo enantiomorfico, 


p-toluensulfonil 
cloruro 
(tosil cloruro) 


CH: ga CHz CH3z 
DIGI 
0=S=0 O=S=0 0=S=0 

i ) TÀ 

+ D-C—H + 

ou Ha (hà 

si sn 
L hi, 


il deuterio viene di nuovo trasferito quantitativa- 
mente al NAD* nella reazione della YADH. 


[468]1 dati citati in precedenza, oltre a dimostrare 
che nella reazione della YADH vi è un trasferimento 
diretto di un atomo di idrogeno (Esperimenti 1 e 2), 
indicano che l’enzima è in grado di distinguere tra 
gli atomi di idrogeno pro-S e pro-R dell’etanolo, co- 
me pure tra le facce si e re dell’anello nicotinamidico 


del NAD* (Esperimenti 2-4). In seguito è stato dimo- 
strato mediante sintesi stereospecifiche che la YADH 
trasferisce l’atomo di idrogeno pro-R dell’etanolo al- 
la faccia re dell’anello nicotinamidico del NAD*, co- 
me è stato riportato negli schemi precedenti. 

La stereospecificità della YADH non è per nulla in- 
solita. Quando prenderemo in considerazione le rea- 
zioni biochimiche, potremo osservare che praticamente 
tutti gli enzimi che partecipano a reazioni chiraliche 


*sono assolutamente stereospecifici. 


B. Specificità geometrica 


La stereospecificità di un enzima non è partico- 
larmente sorprendente alla luce della complementa- 
rietà esistente tra il sito di legame dell’enzima e il 
suo substrato. Una molecola simile al substrato ma 
con chiralità sbagliata non potrà adattarsi al sito di 
legame dell’enzima per gli stessi motivi per cui la 
mano sinistra non può adattarsi ad un guanto per 
la mano destra. Oltre alla loro stereospecificità, la 
maggior parte degli enzimi è abbastanza selettiva an- 
che per l’identità dei gruppi chimici presenti sul sub- 
strato. Di conseguenza, questa specificità geome- 
trica è ancora più importante e selettiva della stessa 
stereospecificità. Dopo tutto, è possibile infilare la ma- 
no sinistra in un guanto fatto per questa mano anche 
se la forma e le dimensioni non sono proprio quelle 
ottimali. 

Il grado di specificità geometrica degli enzimi può 
variare considerevolmente. Alcuni enzimi sono asso- 
lutamente specifici per un solo composto. La mag- 
gior parte però catalizza le reazioni di un piccolo 
numero di composti tra loro molto simili. Per esem- 
pio, la YADH catalizza l’ossidazione di piccole mole- 
cole di alcoli primari e secondari nelle corrisponden- 
ti forme aldeidiche o chetoniche, ma non con l’effi- 
cienza con cui ossida l’etanolo. Anche il metanolo 
e l’isopropanolo, che differiscono dall’etanolo per la 
delezione o l'aggiunta di un gruppo metilenico CH, 
vengono ossidati dalla YADH ad una velocità che è 
rispettivamente 25 e 2,5 volte più bassa di quella con 
cui viene ossidato l’etanolo. Ugualmente, il NADP*, 
che differisce dal NAD* solo per la presenza di un 
gruppo fosforico nella posizione 2’ del ribosio adeno- 
sinico (Fig. 12.2), non si lega alla YADH. Allo stesso 
modo, altri enzimi legano il NADP* e non il NAD*. 

Alcuni enzimi, in particolare gli enzimi digestivi, 
sono molto più permissivi e riconoscono un elevato 
numero di substrati; in questo caso, invece di speci- 
ficità geometrica, è meglio parlare di preferenze. La 
carbossipeptidasi A, per esempio, catalizza l’idrolisi 


dei legami peptidici C-terminali formati da qualun- . 
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que residuo amminoacidico, eccetto Arg, Lys e Pro, 
se il residuo che precede non è Pro (Tabella 6.1). Ad 
ogni modo, la velocità della reazione enzimatica va- 
ria considerevolmente a seconda dell’identità dei re- 
sidui in vicinanza del C-terminale del polipeptide (Fig. 
6.5). Alcuni enzimi sono anche poco specifici nei con- 
fronti del tipo di reazione. La chimotripsina, oltre 
alla capacità di idrolizzare legami peptidici, cataliz- 
za anche la rottura di legami estere. 


i 
Chimotripsina | 

RO-NURÀ Ho SI, RO ER 

Peptide 


(0) (0) 
Il. 


Il Chimotripsina 
RC—OR' + H30 di RC— 0° + HOR' 
Estere 


Ht 


Il gruppo acile accettore nella reazione della chimo- 
tripsina non deve essere necessariamente l’acqua e 
può essere sostituita da amminoacidi, alcoli oppure 
ammoniaca. Questa permissività rappresenta però 
una eccezione piuttosto che una regola per gli enzi- 
mi. Infatti la maggior parte di questi catalizzatori 
partecipa in vivo (nella cellula) ad una particolare rea- 
zione ed agisce su un singolo substrato specifico. 


3. I COENZIMI 


Gli enzimi catalizzano una grande varietà di 
reazioni chimiche. I loro gruppi funzionali possono 
partecipare facilmente a reazioni acido-base, forma- 
re alcuni tipi di legami covalenti transitori e prende- 
re parte a interazioni carica-carica (paragrafo 14.1). 
Essi sono però meno idonei a catalizzare reazioni di 


ossido-riduzione e molti tipi di processi di trasferi- 


mento di gruppi. Anche se gli enzimi in effetti cata- 
lizzano questo tipo di reazioni, devono questa loro 
capacità all’associazione con piccole molecole di co- 
fattori, che agiscono come «artigli chimici» degli en- 
zimi. 

I cofattori possono essere ioni metallici, come lo 
Zn* necessario per l’attività catalitica della carbos- 
sipeptidasi A, oppure molecole organiche meglio no- 
te come coenzimi (ad esempio il NAD* nella YADH; 
paragrafo 12.2A). Alcuni cofattori sono solo transito- 
riamente legati ad un dato enzima ed in effetti si 
comportano quindi da cosubstrati. Altri invece, noti 
come gruppi prostetici, restano permanentemente 
legati alla loro proteina, in alcuni casi mediante lega- 


mi covalenti. Ad esempio, il gruppo prostetico eme 
dell'emoglobina è saldamente legato alla sua protei- 
na mediante un elevato numero di interazioni idro- 
fobiche, di legami idrogeno e un solo legame cova- 
lente tra lo ione Fe?* dell’eme e l’istidina F8 (para- 
grafi 9.1A e 9.2B). 

I coenzimi vengono chimicamente modificati nella 
reazione a cui partecipano. Quindi, per poter com- 
pletare il ciclo catalitico, il coenzima deve ritornare 
al suo stato originale. Per i gruppi prostetici, ciò può 
avvenire soltanto in una fase separata della sequenza 
della reazione enzimatica, mentre per i coenzimi so- 
lo transitoriamente legati all’enzima, come il NAD*, 
la reazione di rigenerazione può essere catalizzata 
da un enzima diverso. 

Il complesso enzima-cofattore cataliticamente atti- 
vo è chiamato oloenzima. La proteina enzimatica- 
mente inattiva, che deriva dalla rimozione del cofat- 
tore dall’oloenzima, è chiamata apoenzima; quindi, 


apoenzima (inattivo) + cofattore == oloenzima (attivo) 


nà Reazione Discusso nel 
mediata paragrafo 
Biotina Carbossilazione 21.1A 
Coenzimi cobamidici Alchilazione 23.2E 
(B12) 
Coenzima A Trasferimento di 19.2A 
acili 
Coenzimi flavinici Ossido-riduzioni 14.4 
Acido lipoico Trasferimento di 19.2A 
acili 
Coenzimi Ossido-riduzioni 12.2A 
nicotinamidici 
Piridossal fosfato Trasferimento di 24.1A 
gruppi amminici 
Tetraidrofolato Trasferimento di 24.4D 
gruppi a un atomo 
di carbonio 
Tiamina pirofosfato Trasferimento di 16.38 


Nella Tabella 12.1 sono elencati i più comuni cofatto- 
ri insieme alle reazioni a cui partecipano. Descrive- 
remo le strutture di questi.composti ed i meccanismi 
delle loro reazioni in altre parti del testo. 


Molte vitamine sono precursori di coenzimi 


Molti organismi non sono in grado di sintetiz- 
zare alcune parti della molecola di cofattori essenzia- 
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Acido nicotinico 
(niacina) 


Nicotinamide 
(niacinamide) 


Figura 12.4 Le strutture della nicotinamide e dell'acido nicotinamidi- 
co. Queste vitamine formano il componente «attivo» nelle reazioni 
redox dei coenzimi nicotinamidici NAD* e NADP* (confrontare con 
Fig. 12.2). 


li e quindi devono ottenere queste sostanze dalla die- 
ta. Questi composti vengono chiamati vitamine. 

Molti coenzimi sono stati scoperti proprio attraver- 
so la loro capacità di stimolare la crescita di microor- 
ganismi o di curare malattie da deficienze nutrizio- 
nali nell’uomo e negli animali. Per esempio, il com- 
ponente nicotinamide del NAD* (conosciuto anche 
come niacinamide) o la sua forma acida libera aci- 
do nicotinico (niacina, Fig. 12.4) è in grado di cu- 
rare nell’uomo la malattia da malnutrizione chiama- 
ta pellagra. La pellagra, che è caratterizzata da diar- 
rea, dermatite e demenza, era endemica in alcune 
regioni rurali del Sud degli Stati Uniti all’inizio del 
ventesimo secolo e, in alcune regioni dell’Italia Set- 
tentrionale, era nota sin dall’800. La maggior parte 
degli animali, compreso l’uomo, sono capaci di sinte- 
tizzare la nicotinamide a partire dall’amminoacido 
triptofano (paragrafo 26.6A). La dieta ricca in grano- 
turco, che era quella prevalente nelle regioni rurali 
del Sud, è in effetti povera di nicotinamide o di trip- 
tofano da cui sintetizzarla. Il granoturco contiene di- 
screte quantità di nicotinamide, ma in una forma che 
richiede un trattamento con una base per poter esse- 
re assorbita a livello intestinale. Gli Indiani messica- 
ni, che si pensa abbiano introdotto l’uso domestico 
della pianta del granoturco, erano soliti immergere 
la farina di granoturco in acqua di calce (una soluzio- 
ne diluita di Ca(OH),), prima di usarla per prepara- 
re il loro piatto principale, le «tortillas». 

Le vitamine presenti nella dieta dell’uomo che so- 
no precursori di coenzimi sono tutte vitamine so- 
lubili in acqua (idrosolubili) (Tabella 12.2). Al con- 
trario, le vitamine solubili nei grassi (liposolubi- 
Hi), come la vitamina A o D, non sono componenti 
di coenzimi, anche se è necessario che siano presenti 
in piccole quantità nella dieta di molti animali supe- 
riori. Forse il progenitore da cui discendiamo era in 
grado di sintetizzare i vari tipi di vitamine, come 
ancora oggi fanno le piante e i microorganismi. Poi- 
ché le vitamine sono di norma presenti nella dieta 
degli animali superiori che si nutrono di altri organi- 
smi, oppure vengono sintetizzate da batteri che si 
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Malattia da 
Vitamina Coenzima deficienza 
nell'uomo 
Biotina Biocitina bi 


Cobalamina (B12)  Coenzimi 
cobamidici (B1,) 


Anemia perniciosa 


Acido folico Tetraidrofolato Anemia 
megaloblastica 
Nicotinamide Coenzimi Pellagra 
nicotinamidici 
Pantotenato Coenzima A ; 
Piridossina Piridossal fosfato * 
Riboflavina Coenzimi flavinici  * 
Tiamina Tiamina pirofosfato Beriberi 


* Nessun nome specifico; la deficienza nell'uomo è rara o non è mai stata 
osservata. 


trovano nei loro sistemi digestivi, è probabile che il 
macchinario cellulare per la sintesi delle vitamine sia 
stato considerato superfluo ed eliminato durante l’e- 
voluzione. 


4. REGOLAZIONE 
DELL'ATTIVITA ENZIMATICA 


Un organismo deve essere capace di regolare 
l’attività catalitica degli enzimi che contiene in mo- 
do da poter coordinare i suoi numerosi processi me- 
tabolici, rispondere a variazioni nell'ambiente che lo 
circonda, crescere e differenziare, tutto in maniera 
ordinata. Ciò può avvenire in due modi: 


1. Controllo della disponibilità dell’enzima: la 
quantità di un dato enzima nella cellula dipende 
sia dalla sua velocità di sintesi, sia dalla sua ve- 
locità di degradazione. Queste due velocità sono 
direttamente controllate dalla cellula. Per esem- 
pio, l’E. coli, quando cresce in assenza del disac- 
caride lattosio (Fig. 10.12), perde l’enzima che me- 
tabolizza questo zucchero. Appena pochi minuti 
dopo aver aggiunto il lattosio, questi batteri co- 
minciano a sintetizzare l'enzima necessario per 
utilizzare questa sostanza nutriente (paragrafo 
29.1A). Analogamente, i diversi tessuti di un or- 
ganismo superiore contengono enzimi diversi an- 
che se tutte le cellule possiedono un’uguale infor- 
mazione genetica. Come le cellule riescano a con- 
trollare la sintesi degli enzimi è il soggetto prin- 
cipale della Parte IV di questo testo. La degrada- 
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zione delle proteine sarà invece discussa nel pa- 
ragrafo 30.6. 

2. Controllo dell’attività enzimatica: l’attività ca- 
talitica di un enzima può essere regolata median- 
te alterazioni conformazionali o strutturali. La ve- 
locità di una reazione catalizzata enzimaticamen- 
te è direttamente proporzionale alla concentra- 
zione del complesso enzima-substrato che, a sua 
volta, varia in funzione della concentrazione del 
substrato e dell’affinità dell’enzima stesso per il 
suo substrato (paragrafo 13.2 A). L’attività cataliti- 
ca di un enzima può quindi essere controllata me- 
diante variazioni nella sua affinità per il substra- 


to. Nei paragrafi 9.1 e 9.4 abbiamo visto che l’af- 


finità dell'emoglobina per l’ossigeno viene rego- 
lata allostericamente dal legame di ligandi quali 
l'ossigeno stesso, la CO2, 1'H* ed il BPG. Questi 
effetti omotropici ed eterotropici (il legame del 
ligande che modifica rispettivamente l’affinità di 
legame di se stesso o di altri ligandi) determinano 
una curva di legame dell’O, di tipo cooperativo 
(sigmoide), come quelle riportate nelle Figg. 9.6 
e 9.8. L’affinità del legame del substrato di un 
enzima può variare allo stesso modo in seguito 
all’interazione con piccole molecole effettrici, mo- 
dificando di conseguenza anche l’attività cataliti- 
ca dell’enzima. In questo paragrafo prenderemo in 
considerazione il controllo allosterico dell’attivi- 
tà enzimatica, analizzando un particolare esem- 
pio: l’aspartato transcarbamilasi (ATCasi) di 
E. coli. (L’attività di alcuni enzimi viene regolata 
mediante modificazioni covalenti reversibili, di 


| 


Nessun 
effettore allosterico 


ATP—__ 


Velocità relativa della reazione 


(0) 10 20 30 40 
Aspartato (mM) 


Figura 12.5 La velocità della reazione catalizzata dalla ATCasi in fun- 
zione della concentrazione di aspartato. Le velocità sono state misu- 
fate: in assenza di effettori allosterici, in presenza di 0,4 mM CTP 
(inibizione) e in presenza di 2 mM ATP (attivazione). (Fonte: KANTRO- 
WiTZ, E.R., PASTRA-LANDIS, 5.C. e Lipscom8, W.N., Trends Biochem. 
Sci., 5, p. 125, 1980.) 
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solito fosforilazioni di un residuo di serina. Stu- 
dieremo questa forma di regolazione enzimatica 
nel paragrafo 17.3.) 


L’inibizione a feedback (retroattiva) 
della ATCasi regola la biosintesi delle pirimidine 


L’aspartato transcarbamilasi catalizza la forma- 
zione di N-carbamilaspartato a partire da carba- 
mil fosfato e aspartato: 


Ok 20 
CL 
NH, CH. 
e 
C 
x L 
07 ‘“opo? H3N H “c00 
Carbamil fosfato Aspartato 
Aspartato 
transcarbamilasi 
O 20 
N 
Na CH + HyP07 
(0) C 
o7 ONT 0007 


N-carbamil aspartato 

Arthur Pardee dimostrò che questa reazione è la pri- 
ma tappa della biosintesi delle pirimidine (paragrafo 
26.3A), uno dei componenti principali degli acidi nu- 
cleici. 

Il comportamento allosterico della ATCasi di E. coli 
è stato studiato da John Gerhart e Howard Schach- 
man, i quali osservarono che questo enzima presen- 
ta un legame omotropico di tipo cooperativo positivo 
per entrambi i suoi substrati — aspartato e carbamil 
fosfato. Inoltre, l’ATCasi viene inibita eterotropica- 
mente dalla citidina trifosfato (CTP), un nucleoti- 
-de pirimidinico, e viene sempre eterotropicamente 
attivato dall’adenosina trifosfato (ATP), un nucleo- 
tide purinico. Il CTP quindi fa diminuire la velocità 
catalitica dell’enzima, mentre l’ATP ia fa aumentare 
(Fig. 12.5). i 

Il CTP, un prodotto della via di biosintesi delle pi- 
rimidine (Fig. 12.6), è un precursore degli acidi nu- 
cleici (paragrafo 29.2). Di conseguenza, quando una 
rapida biosintesi degli acidi nucleici ha deprivato la 
cellula di CTP, questo effettore si dissocia dall’ATCa- 
si per azione di massa, rimuovendo l’inibizione dal- 
l'enzima e aumentando la velocità di sintesi di CTP. 
Al contrario, se la velocità di sintesi di CTP supera 
quella della sua utilizzazione, l’eccesso di CTP che 


364 Capitolo 12 


474 


Carbamil fosfato 


ATCasi 
+ ——_——_———* N-carbamil aspartato 
aspartato j 
| 6 Reazioni 
4 enzimatiche 
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HO OH 
Citidina trifosfato (CTP) 


Figura 12.6 Rappresentazione schematica della via di biosintesi delle 
pirimidine che mostra come il CTP, il prodotto finale della via, inibi- 
sca l’ATCasi che catalizza la prima tappa della stessa via. 


sì genera andrà ad inibire l’ATCasi con il risultato 
di ridurre la sintesi dello stesso CTP. Questo è un 
esempio di inibizione a feedback (etroinibizio- 
ne), un sistema di regolazione metabolica molto co- 
mune, in cui la concentrazione del prodotto della via 
biosintetica controlla l’attività di un enzima posto al- 
l’inizio di quella via. 

Il significato metabolico dell’attivazione dell’ATCasi 
da parte dell’ATP è pure molto importante in quan- 
to tende a coordinare tra loro le velocità di sintesi 
dei nucleotidi purinici e pirimidinici, che sono richie- 
sti in quantità abbastanza simili nella sintesi degli 
acidi nucleici. Per esempio, se la concentrazione di 
ATP è superiore a quella del CTP, l’ATCasi viene spin- 
ta a sintetizzare precursori del CTP fino a che la con- 
centrazione di questo nucleotide non è circa uguale 
a quella dell’ATP. 

Contrariamente se la concentrazione di CTP è mag- 
giore di quella dell'ATP, l’inibizione esercitata dal 
CTP in eccesso sulla ATCasi consentiva alla via bio- 
sintetica delle purine di uguagliare le concentrazioni 
dei nucleotidi. 


£ 
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Le modificazioni allosteriche alterano 
i siti di legame del substrato dell’ATCasi 


L’ATCasi di E. coli (300 kD) ha una composizio- 
ne in subunità del tipo cgrg, dove c ed r rappresen- 
tano rispettivamente le subunità catalitiche e regola- 
trici (paragrafo 7.5C). La struttura ai raggi X del- 
lPATCasi, determinata da William Lipscomb, ha ri- 
velato che le subunità catalitiche sono organizzate 
in due trimeri (c3) in contatto con le subunità rego- 
latrici organizzate in tre dimeri regolatori (r.) per 
formare una molecola con una simmetria rotaziona- 
le, simile ad un prisma trigonale (simmetria Ds; pa- 
ragrafo 7.5B). Ogni dimero regolatore unisce due su- 
bunità catalitiche presenti in trimeri c3 diversi. 

I trimeri catalitici dissociati mantengono l’attività 
enzimatica, ma presentano una curva di saturazione 
da substrato non co6perativa (iperbolica) e la loro ef- 
ficienza non viene modificata da ATP o CTP. I dime- 
ri regolatori isolati legano invece questi effettori al- 
losterici, ma sono privi di attività catalitica. Eviden- 
temente, le subunità regolatrici modulano allosteri- 
camente nell’enzima intatto l’attività delle subunità 
catalitiche. 

Come predetto dalla teoria dell’allosterismo (para- 
grafo 9.4), l’attivatore ATP si lega preferenzialmen- 
te all’ATCasi attiva (stato R o forma ad alta affinità 
per il substrato), mentre l’inibitore CTP si lega alla 
forma inattiva dell'enzima (stato T o a bassa affinità 
per il substrato). L’analogo bisubstrato non reattivo 
N-(fosfonacetil)-L-aspartato (PALA) 


lo) lo) 
HoN—C—0—P057 


NH NHÎ 
2 Ì 
00C— CH, —-CH—C00 
N-(fosfonacetil)- Carbamil fosfato 


L-aspartato (PALA) + 
aspartato 


si lega saldamente all’ATCasi nello stato R, ma non 
nello stato T (l’uso di analoghi non reattivi del sub- 
strato è piuttosto comune nello studio dei meccani- 
smi d’azione degli enzimi, in quanto essi formano 
complessi stabili che possono essere manipolati facil- 
mente per analisi strutturali, al posto dei complessi 
con il substrato che rapidamente si modificano per 
dare origine al prodotto). 

La struttura ai raggi X della ATCasi di E. coli ha 
rivelato i gruppi di interazioni che sono coinvolti nella 
stabilizzazione dello stato T o dello stato R. La regio- 
ne della proteina che va incontro alla modificazione 
conformazionale più pronunciata durante la transi- 
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(a) 


(b) 


Figura 12.7 La struttura della ATCasi ai raggi X. Lo scheletro polipep- 
tidico dell’ATCasi nello stato T (sinistra) e nello stato R (destra) visto 
lungo il triplo asse di simmetria (a) e lungo il doppio asse di simme- 
tria (b). I dimeri regolatori (in giallo) uniscono il trimero catalitico 
superiore (in rosso) al trimero catalitico inferiore (in blu). (Per gentile 
concessione di Michael Pique, Research Institute of Scripps Clinic.) 


zione T —=> R è un cappio (loop) flessibile composto 
dai residui da 230 a 250 nella subunità catalitica (0), 
il cosiddetto 2408 loop (i cappi rossi e blu simmetrica- 
mente correlati posti nel centro della Fig. 12.7b, di- 
sposti l’uno di fianco all’altro nello stato T (sinistra) 
e l’uno sopra l’altro nello stato R (destra)). Nello stato 
T, ogni 240s loop forma legami idrogeno intersubu- 
nità con la subunità che si trova sotto (o sopra) di 
lui (Fig. 12.7b, a sinistra) ed un legame idrogeno in- 
tracatena. La chiusura del dominio come risultato del 
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(a) Stato T 


Monomero catalitico 


Monomero catalitico 


(b) 
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< Figura 12.3 Confronto tra lo scheletro polipeptidi- 


co della subunità catalitica della ATCasi nello stato 
T (in blu) e nello stato R (in arancione). La subuni- 
tà è costituita da due domini; quello sulla sinistra 
contiene il sito di legame per il carbamil fosfato 
e quello sulla destra forma il sito di legame per 
l’aspartato. La transizione T == R avvicina i due 
domini in modo che i due substrati possano reagi- 
re per formare il prodotto. (Copyright © Irving Geis 
e Eric Gouaux. Copyright © della struttura ai raggi 
X, William Lipscomb.) 


Figura 12.9 Rappresentazione schematica che mo- 
stra le modificazioni conformazionali subite dalla 
struttura terziaria e quaternaria di due subunità ca- 
talitiche della ATCasi poste l'una sopra l’altra. (a) 
In assenza di substrati legati, la proteina viene man- 
tenuta nello stato T in quanto i movimenti che do- 
vrebbero avvicinare i due domini di ogni subunità 
(frecce tratteggiate) sono impediti da interferenze 
steriche (rappresentate dalla barra marrone) tra i 
due domini che legano l’aspartato. (b) Il legame 
del carbamil fosfato (CP) seguito da quello dell’a- 
spartato (Asp) ai loro rispettivi siti promuove un 
allontanamento e una rotazione delle subunità, con- 
sentendo la transizione T == R. (c) Nello stato 
R, i due domini di ogni subunità si avvicinano, con- 
sentendo ai substrati di reagire e di formare i pro- 
dotti. (Copyright © Irving Geis.) 


v 


(c) Stato R 
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legame del substrato (Figg. 12.8 e 12.9) rompe questi 
legami idrogeno e li sostituisce con nuovi legami idro- 
geno intracatena. Il conseguente riorientamento del 
240s loop potrebbe essere la causa della modificazio- 
ne nella struttura quaternaria che si ha durante la 
transizione verso lo stato R. Poiché il gruppo carbos- 
silico del Glu 239 si comporta da accettore in entrambi 
i legami idrogeno dello stato T, la sostituzione me- 
diante mutagenesi di questo residuo con Gln com- 
porta un cambio conformazionale della ATCasi e la 
nuova struttura risulta intermedia tra quella dello 
stato T e dello stato R. 

La conversione T —> R deve essere concertata co- 
me conseguenza delle interazioni tra i 240s loop nel- 
la cavità centrale dell’enzima. La chiusura dopo il 
legame del substrato dei due domini di una subunità 
c richiede il riorientamento del suo 240s loop. Questo 
spostamento non può avvenire senza un allungamen- 
to dell'enzima nella direzione del suo triplo asse di 
simmetria, che comporta la simultanea rottura delle 
interazioni intersubunità, comprese anche le tre cop- 
pie di 240s loop. 

Analizzando ai raggi X la struttura del complesso 
ATCasi-CTP con l’enzima nello stato T e del com- 
plesso ATCasi-PALA (stato R), si è potuto stabilire 
che durante la transizione T —> R la proteina man- 
tiene una simmetria di tipo D3. Dal confronto delle 
due strutture, si è osservato che nella transizione 
T_-> Ri trimeri catalitici dell'enzima si separano 
lungo l’asse della molecola di circa 12 À e si riorien- 
tano con una rotazione intorno all’asse di circa 10; 
i trimeri assumono una configurazione quasi ellissoi- 
dale. I dimeri regolatori ruotano di 15° intorno al 
loro asse e si allontanano di circa 4 À. Questa profon- 
da modificazione della struttura quaternaria ricorda 
ciò che accade nel passaggio da deossiemoglobina a 
ossiemoglobina (paragrafo 9.2B). 

I substrati dell’ ATCasi, il carbamil fosfato e l’a- 
spartato, si legano a domini distinti della subunità 
catalitica (Fig. 12.8). Il legame del PALA, che presu- 
mibilmente mima il legame di entrambi i substrati, 
induce una chiusura del sito attivo (che dovrebbe ave- 
re la funzione di portare l’uno vicino all’altro i sub- 
strati per permettere loro di reagire). Lo spostamen- 
to atomico che ne risulta, fino a 8 À per alcuni resi- 
dui (Fig. 12.8), innesca la transizione T —> R della 
struttura quaternaria dell'enzima. Le modificazioni 
nella struttura terziaria e quaternaria dell’ATCasi so- 
no strettamente accoppiate da estesi contatti intersub- 
unità che non possono avvenire indipendentemente 
(Fig. 12.9). Il legame del substrato ad una subunità 
catalitica aumenta quindi l’affinità di legame del sub- 
Strato e l’attività catalitica delle altre subunità me- 
diante un processo di cooperatività positiva, qualco- 


sa di molto simile a quanto avviene nell’emoglobina 
(paragrafo 9.2C). Bassi livelli di PALA attivano quin- 
di I’ATCasi, promuovendo la transizione T — R: 
lATCasi ha una così elevata affinità per questo ana- 
logo bisubstrato non reattivo che il legame di una 
sola molecola di PALA converte tutte e sei le subuni- 
tà catalitiche nello stato R. L’ATCasi segue molto da 
vicino il modello simmetrico dell’ allosterismo (para- 
grafo 9.4B). 

Gli studi ai raggi X hanno anche indicato che il 
CTP e l’ATP si legano alla stessa regione della subu- 
nità regolatrice e così questi effettori devono almeno 
in parte condividere il sito di legame, anche se essi 
hanno effetti opposti sull’attività catalitica della 
ATCasi. Le basi strutturali di queste azioni eterotro- 
piche devono essere ancora identificate, ma ci si può 
aspettare che le modificazioni della struttura terzia- 
ria indotte dal legame dell’ATP o del CTP sulla subu- 
nità regolatrice promuovano o inibiscano la transi- 
zione T —> R. 

Gli enzimi allosterici sono largamente rappresen- 
tati in natura ed occupano di solito nelle vie metabo- 
liche posizioni regolatrici chiave. Le proprietà allo- 
steriche di alcuni di questi enzimi sono state studiate 
in dettaglio. Sembra probabile che i loro meccanismi 
di regolazione possano essere in genere simili a quel- 
lo della ATCasi: gli inibitori si legano ‘allo stato con- 
formazionale T meno attivo, mentre gli attivatori si 
legano allo stato R molto più attivo. La transizione 
della struttura quaternaria T-—> R modifica i siti 
attivi dell'enzima, promuovendo il legame del sub- 
strato e facilitando la catalisi. 


Caratteristiche strutturali comuni 
delle proteine allosteriche 


Le proteine allosteriche, di cui sono note le strut- 
ture ai raggi X ad alta risoluzione sia dello stato T 
che dello stato R, sono cinque: l’emoglobina (Capito- 
lo 9), l’ATCasi, la fosfofruttochinasi (PFK; paragrafi 
16.2C e 16.4C), la fruttosio-1,6-bisfosfatasi (FBPasi; pa- 
ragrafo 16.4B) e la glicogeno fosforilasi (paragrafo 
17.1A). In tutte queste proteine le variazioni della 
struttura quaternaria, attraverso cui i siti attivi co- 
municano tra loro sia il legame del substrato che gli 
effetti catalitici, sono concertati e preservano la sim- 
metria della proteina. Ognuna di queste proteine ha 
due gruppi di contatti alternativi, stabilizzati da le- 
gami idrogeno che nella maggioranza dei casi coin- 
volgono catene laterali di carica opposta. In tutte le 
cinque proteine, la prima modificazione della strut- 
tura quaternaria è una rotazione delle subunità le 
une sulle altre, ma con solo piccoli spostamenti. Nel- 
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la transizione T ——> R, le strutture secondarie sono 

in larga misura non alterate, cosa probabilmente im- 

portante per la trasmissione meccanica di effetti ete- 
*rotropici per distanze superiori anche ai 10 A. 


5. NOMENCLATURA DEGLI ENZIMI 


Il nome degli enzimi, come quelli che abbiamo 
già incontrato nel testo, è di norma formato da un 
suffisso «asi» aggiunto al nome del substrato oppure 
ad una frase che descrive l’azione catalitica dell’enzi- 
ma. Quindi, l’ureasi catalizza l’idrolisi dell’urea e l’al- 
col deidrogenasi catalizza l’ossidazione di un alcol nel- 
la corrispondente aldeide. Poiché all’inizio non c’era- 
no regole precise per formulare la nomenclatura di 
un enzima, è successo spesso che sono stati usati due 
nomi diversi per lo stesso enzima o, al contrario, è 
stato usato lo stesso nome per indicare due enzimi 
diversi. Inoltre, il nome di molti enzimi come la «ca- 
talasi» che produce la dismutazione del perossido d’i- 
drogeno (H,0-) in acqua e 02, non fornisce alcuna 
delucidazione sulla funzione catalitica dell’enzima 
stesso; spesso sono entrate in uso atrocità quali «il 
vecchio enzima giallo». Per tentare di eliminare que- 
sta confusione e formulare regole razionali per la no- 

| menclatura degli enzimi, il cui numero era in rapida 
espansione, è stato adottato dall’Unione Internazione 
di Biochimica (1UB) uno schema per la classificazione 
sistematica e funzionale degli enzimi e per la loro 
nomenclatura. 

La classificazione e la nomenclatura degli enzimi 
viene effettuata in base alla natura delle reazioni chi- 
miche che essi catalizzano. Le classi principali di rea- 
zioni a cui gli enzimi partecipano sono sei, e vi sono 
sottoclassi o sottosottoclassi all’interno della prima 
suddivisione. Ad ogni enzima vengono assegnati due 
nomi e un codice di classificazione a quattro numeri. 
Il nome raccomandato è conveniente per l’uso quo- 
tidiano ed è spesso il nome comune assegnato in pre- 
cedenza all’enzima. Il nome sistematico viene usa- 
to quando si vogliono ridurre al minimo le possibili 
ambiguità; esso è formato dal nome del substrato (o 


ATT 
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CHEN Tipo di reazione 
Classificazione R 


catalizzata 
1. Ossidoreduttasi Reazioni di ossido-riduzione 
2. Transferasi Trasferimento di gruppi funzionali 
3. Idrolasi Reazioni di idrolisi 
4. Liasi Eliminazione di gruppi per formare 
doppi legami 
5. Isomerasi Isomerizzazione 
6. Ligasi Formazione di legami accoppiata 


all’idrolisi di ATP 


dei substrati) seguito da una parola che termina in 
«asi», che specifica il tipo di reazione che l’enzima 
catalizza in base alla classificazione riportata nella 
Tabella 12.3. Per esempio, la più recente versione del- 
l’Enzyme Nomenclature (Nomenclatura degli enzimi, 
vedi la bibliografia di questo capitolo) ci dice che l’en- 
zima il cui nome raccomandato è carbossipeptidasi 
A ha come nome sistematico peptidil-L-ammino- 
acido idrolasi e il numero di classificazione EC 
3.4.17.1. EC sta per Enzyme Commission (Commissio- 
ne per gli enzimi), il primo numero (3) indica la clas- 
se principale a cui l’enzima appartiene (idrolasi, Ta- 
bella 12.3), il secondo numero (4) è la sottoclasse (le- 
gami peptidici), il terzo numero (17) è la sottosotto- 
classe (metallopeptidasi; la carbossipeptidasi A ha le- 
gato a sé uno ione Zn°* che è essenziale per l’attivi- 
tà catalitica dell’enzima); il quarto numero è un nu- 
mero di serie nella sua sottoclasse assegnato arbitra- 
riamente all’enzima. Continuando con gli esempi, 
l’enzima con il nome raccomandato alcol deidroge- 
nasi (paragrafo 12.2A) ha il nome sistematico di al- 
col:NAD* ossidoreduttasi e il numero di classifi- 
cazione di EC 1.1.1.1. In questo testo, come in genere 
nella terminologia biochimica, useremo quasi sem- 
pre i nomi raccomandati degli enzimi ma, quando 
sarà necessario eliminare ogni ambiguità, faremo ri- 
ferimento anche al nome sistematico. 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Gli enzimi si legano in modo specifico ai loro 
substrati mediante interazioni geometricamente e fi 
sicamente complementari. Ciò permette agli enzimi 
di essere assolutamente stereospecifici, sia nel legame 
del substrato, sia nel catalizzare le reazioni. Gli enzi- 
mi possono avere un diverso grado di specificità geo- 
metrica. Alcuni sono molto specifici per l’identità del 
loro substrato, mentre altri possono legare una vasta 
gamma di substrati e catalizzare una varietà di tipi 
di reazioni anche se correlate tra loro. Le reazioni 
enzimatiche che coinvolgono ossido-riduzioni o pro- 
cessi di trasferimento di gruppi sono mediate da coen- 
zimi. Molte vitamine sono precursori di coenzimi. 
L’attività enzimatica può essere regolata da intera- 
zioni allosteriche che modificano l’affinità di legame 
del substrato dell’enzima. Per esempio, la velocità della 
reazione catalizzata dall’ATCasi di E. coli è soggetta 
al controllo omotropico positivo da parte del substra- 
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1. Indicate il prodotto della reazione della YADH con 
acetaldeide normale e NADH in una soluzione di 
D30. 


2. Indicate il prodotto (o i prodotti) dell’ossidazione ca- 
talizzata dalla YADH del derivato chiralico del meta- 
nolo (R)-TDHCOH. 


3. L’enzima fumarasi catalizza l’idratazione del doppio 
legame del fumarato: 


2A 

coo, _H HO—C—H 
fumarasi 

Il + Hy0 are 

HT “c00° c00° 

Fumarato L-Malato 


Potete predire l’azione della fumarasi sul maleato, 
l’isomero cis del fumarato? Spiegate il perché. 
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Raccomandazioni del Comitato per la Nomenclatura del- 

l’IUB sulla nomenclatura e classificazione degli enzimi. 
Drxon, M. e WEBB, E.C., (1979), Enzymes, 3% ed., Acade- 

mic Press. 

Il capitolo 5 contiene le regole per la classificazione de- 

gli enzimi e la Tabella degli Enzimi, con i loro nomi 

sistematici e i numeri di classificazione. 


4. Scrivete l'equazione bilanciata per la reazione cataliz- 
zata dalla chimotripsina tra un estere ed un ammi- 
noacido. 


5. Gli «hominy grits» sono dolci di una regione del 
Sud degli Stati Uniti contenenti farina di granoturco 
che è stata prima immersa in una soluzione diluita 
di NaOH. Qual è la funzione di questo strano tratta- 
mento? 


6. Quale delle curve riportate nella Fig. 12.5 presenta 
la cooperatività più elevata? Spiegate il perché. 


7. Quali sono i vantaggi di avere il prodotto finale di 
una via metabolica capace di inibire l’enzima che ca- 


talizza la prima tappa? 


8. Usando la bibliografia citata sopra, trovate i nomi si- 
stematici e i numeri di classificazione degli enzimi 
i cui nomi raccomandati sono catalasi, aspartato car- 
bamiltransferasi (aspartato transcarbamilasi) e tripsina. 


i iL BULI 
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1. Cinetica chimica 
A. Reazioni elementari 
B. Velocità delle reazioni 
C. Teoria dello stato di transizione 


2. Cinetica enzimatica 
A. L'equazione di Michaelis-Menten 
B. Analisi dei dati cinetici 
C. Le reazioni reversibili 


3. Inibizione 
A. Inibizione competitiva 
B. Inibizione incompetitiva 
C. Inibizione mista 


4. Effetto del pH 


5. Reazioni a due substrati 
A. Terminologia 
B. Equazioni di velocità 
C. Discriminazione tra i meccanismi a due substrati 
D. Scambio isotopico 


Appendice: Derivazione delle varianti 


* dell'equazione di Michaelîis -Menten 


A. L'equazione di Michaelis-Menten per reazioni reversibili - 
Equazione [13.30] 


B. L'equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione 
incompetitiva - Equazione [13.41] 


C. L'equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista - 
Equazione [13.45] 


D. L'equazione di Michaelis-Menten per gli enzimi ionizzabili - 
Equazione [13.47] 
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Velocità 


delle reazioni 
enzimatiche 


La cinetica è lo studio della velocità a cui proce- 
de una reazione chimica. Lo scopo fondamentale di 
questo studio è quello di comprendere e definire il 
meccanismo di reazione, cioè le varie tappe di un 
processo e la sequenza con cui esse avvengono. La 
termodinamica, come abbiamo visto nel Capitolo 3, 
ci dice se un dato processo può avvenire spontanea- 
mente, ma le sue informazioni sulla natura e sull’esi- 
stenza di possibili tappe sono scarse. Al contrario, 
la velocità della reazione ed il modo in cui essa varia 
in risposta a condizioni diverse è strettamente corre- 
lata alla via seguita dalla reazione e quindi è indica- 
tiva del meccanismo di reazione. 

In questo capitolo affronteremo anche lo studio della 
cinetica enzimatica, un argomento di importanza 
pratica fondamentale nella biochimica in quanto: 
1. Con studi cinetici è possibile determinare l’af- 

finità di legame dei substrati e degli inibitori 
ad un enzima e valutarne la velocità catalitica mas- 
sima. 

2. Il meccanismo catalitico di un enzima può essere 
chiarito osservando come si modifica la velocità 
della reazione enzimatica al variare delle condi- 
zioni di reazione e combinando queste informa- 
zioni con quelle ottenute da studi chimici e strut- 
turali sull’enzima. 

3. La maggior parte degli enzimi, come vedremo nei 
capitoli seguenti, fanno parte di vie metaboliche. 
Lo studio della cinetica di una reazione enzimati- 
ca porta a comprendere anche il ruolo dell’enzi- 
ma nel processo metabolico complessivo. 

4. Nelle condizioni appropriate, la velocità di una 
reazione catalizzata enzimaticamente è proporzio- 
nale alla quantità di enzima presente e quindi la 
maggior parte dei dosaggi enzimatici (misura della 
quantità di enzima presente) è basata su studi ci- 
netici dell'enzima. La valutazione della velocità 
delle reazioni catalizzate dagli enzimi è la più co- 
mune delle procedure utilizzate in biochimica e 
nelle analisi cliniche. 
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Inizieremo la nostra discussione sulla cinetica enzi- 
matica rivedendo la cinetica chimica, che è alla base 
anche di quella enzimatica. Seguendo questo indiriz- 
zo, deriveremo le equazioni basilari della cinetica en- 
zimatica, descriveremo gli effetti di inibitori sugli 
enzimi e vedremo come varia la velocità delle rea- 
zioni enzimatiche con il pH. Daremo poi uno sguar- 
do alla cinetica delle reazioni enzimatiche complesse. 

La cinetica è soprattutto un argomento matemati- 
co. Anche se la derivazione delle equazioni cinetiche 
è in qualche caso piuttosto dettagliata e complessa, 
le conoscenze matematiche necessarie per la loro com- 
prensione si limitano in fondo al calcolo elementare. 
In ogni caso, per far sì che i dettagli matematici non 
diventino più importanti e limitanti degli stessi prin- 
cipi enzimatici che governano, le derivazioni di tut- 
te le principali equazioni cinetiche sono state raccol- 
te in un’appendice posta alla fine di questo capitolo. 
È opportuno che consultino questa appendice coloro 
che desiderano approfondire le loro conoscenze di 
cinetica enzimatica. 


1. CINETICA CHIMICA 


La cinetica enzimatica è una branca della cine- 
tica chimica e, come tale, utilizza molti dei suoi for- 
malismi. In questo paragrafo ricapitoleremo i princi- 
pi di cinetica chimica e, nei paragrafi successivi, cer- 
cheremo di applicarli alle reazioni catalizzate dagli 
enzimi. 


A. Reazioni elementari 


Una reazione con la stechiometria 
A T>P 


può in realtà avvenire attraverso una sequenza di 
reazioni elementari (processi molecolari semplici) 
quali 


Ac>1L —>L—p—p 


dove A rappresenta il reattante, P il prodotto ed I, 
e I, stanno a indicare gli intermedi della reazione. 
La caratterizzazione delle reazioni elementari com- 
prese nel processo complessivo di una reazione non 
è altro che la descrizione del meccanismo della rea- 
zione stessa. 


Equazioni di velocità 


A temperatura costante, le velocità delle rea- 
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zioni elementari variano con la concentrazione del 
reattante in maniera molto semplice. Consideriamo 
la reazione elementare generica: 


aAh+bB+---+3Z —>»P 


La velocità di questo processo è proporzionale alla 
frequenza con cui le molecole reagenti si incontrano 
spontaneamente, cioè al prodotto delle concentrazio- 
ni dei reattanti. Questa relazione è espressa dall’e- 
quazione di velocità 

velocità = K[A]°[B}P. - [ZF [13.1] 
dove k è una costante di proporzionalità nota come 
costante di velocità. L’ordine di una reazione è 
definito come (a+b+- - - +2), la somma degli espo- 
nenti nell’equazione di velocità. Per una reazione ele- 
mentare, l’ordine corrisponde alla molecolarità della 
reazione, il numero di molecole che devono simulta- 
neamente collidere nella reazione elementare. Quin- 
di, la reazione elementare A_—> P è un esempio 
di reazione di primo ordine o di reazione unimo- 
lecolare, mentre le reazioni elementari 2A —> P 
e A+B —>P sono esempi di reazioni di secondo 
ordine o di reazioni bimolecolari. Questo tipo di 
reazioni uni- e bimolecolari sono molto comuni. Le 
reazioni trimolecolari sono piuttosto insolite e non 
si conoscono reazioni di ordine superiore al quarto. 
La collisione simultanea di tre molecole è un evento 
molto raro e quattro o più molecole non potranno 
praticamente mai incontrarsi nello stesso istante. 


B. Velocità delle reazioni 


Possiamo determinare sperimentalmente l’or- 
dine di una reazione, misurando [A] oppure [P] in 
funzione del tempo, cioè 


__dA)_dP 
v= # [13.2] 


dove v è la velocità istantanea della reazione. Per 
la reazione di primo ordine A —> P: 


v= —- —=K[A] [13.3a] 


dt 
Per le reazioni di secondo ordine come 2A —> P: 


v= LAI KIA? 


di [13.3b] 
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mentre per la reazione A+B — P, una reazione 
di secondo ordine che però può essere considerata 
di primo ordine rispetto ad [A] e rispetto a [BI], 


dAl_ dI 


=K[AJB 
di di [AIBI 


[13.3c] 


Le costanti di velocità delle reazioni di primo e di 
secondo ordine devono avere unità diverse. In ter- 
mini di unità, l'equazione [13.3a] è espressa da 
ms-!= km. Quindi, k deve avere come unità il reci- 
proco dei secondi (s-!), per bilanciare l'equazione 
[13.3a]. Analogamente, per le reazioni di secondo or- 
dine, ms71= km? e di conseguenza k è espressa in 
Ms! 

L’ordine di una specifica reazione può essere de- 
terminato misurando le concentrazioni dei reattanti 
e dei prodotti in funzione del tempo e cercando di 
adattare questi dati alle equazioni che descrivono il 
comportamento delle reazioni di vario ordine. Per 
poter fare questo confronto, dobbiamo per prima co- 
sa derivare queste equazioni. 


Equazione di velocità di primo ordine 


L’equazione di [A] in funzione del tempo per 
la reazione di primo ordine A —> P può essere ot- 
tenuta riarrangiando l’equazione [13.3al 


d{A] 
—— = d In[A]=- kdt 

[A] 
e integrandola da [A], la concentrazione iniziale di 
A, ad [A], la concentrazione di A al tempo t: 


i 
dt 
‘) 


[AI 
| d In[A]=-k 
[Alo 


Da cui si può ricavare 


lo[A]=ln[AL- kt [13.4a] 


oppure, togliendo i logaritmi da entrambi i lati, 


[A]=[ALe7F [13.4b] 
L’equazione [13.4a] è lineare rispetto alle variabili 
In[A] e + ed è riportata nella Fig. 13.1. Quindi se una 
reazione è di primo ordine, un grafico di In[A] in 
funzione del tempo t dovrà rendere una linea retta, 
la cui pendenza è espressa da — k, il negativo della 
costante di velocità di primo ordine, e la cui intercet- 
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INA], 


Pendenza= —k 


INA] 


(6) Tempo 


Figura 13.1 Grafico di In[A] in funzione del tempo per una reazione 
di primo ordine, che illustra la determinazione grafica della costante 
di velocità k usando l'equazione [13.4a]. 


ta sull’asse delle ordinate (asse In[A])) rappresenta 
In[Al. 

Le sostanze molto instabili, come i nuclei radioatti- 
vi, si decompongono secondo reazioni di primo ordi- 
ne (i processi di primo ordine non si limitano alle 
reazioni chimiche). Una delle caratteristiche di una 
reazione di primo ordine è il tempo che impiega me- 
tà del reattante inizialmente presente a decomporsi, 
cioè il tempo di dimezzamento o mezza vita (t1,), che 
è una costante indipendente dal valore della concen- 
trazione iniziale del reattante. Ciò è facilmente di- 
mostrabile sottraendo la relazione [A] = [A]/2 
quando t è uguale t,% all’equazione [13.4a] e riarran- 


giando: 
[AIL/2) 
ì | [AL eta 
Quindi, 
In2 0,693 


Per comprendere meglio il comportamento di una 
reazione di primo ordine, prendiamo in considera- 
zione la decomposizione del *2P, un isotopo radioat- 
tivo largamente usato nella ricerca biochimica. Esso 
ha un tempo di dimezzamento di 14 giorni. Quindi 
dopo due settimane, metà del 5°P inizialmente pre- 
sente in un dato campione si sarà decomposto; dopo 
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altre due settimane sarà scomparsa la metà del rima- 
nente *P e in totale si saranno decomposti tre quarti 
dell’isotopo, e così via. La conservazione per lunghi 
periodi di scarti radioattivi contenenti il *°P rappre- 
senta di conseguenza un piccolo problema, poiché 
dopo un anno (26 tempi di dimezzamento) sarà ri- 
masta solo una parte su 2°5, cioè su 67 milioni di 
parti presenti nel campione iniziale. Quanto ne ri- 
marrà dopo 2 anni? Al contrario, il ‘*C, un altro 
tracciante radioattivo di uso comune, ha un tempo 
di dimezzamento di 5730 anni: solo una piccola fra- 
zione di una data quantità di ‘4C si decomporrà du- 
rante il corso della vita di un uomo. 


Equazione di velocità di secondo ordine 
per un reattante 


In una reazione di secondo ordine con un solo 
tipo di reattante, 2A ——> P, il variare di [A] con il 
tempo è piuttosto diverso da quanto accade nelle rea- 
zioni di primo ordine. Riarrangiando l’equazione 
[13.3b] ed integrando per gli stessi intervalli usati nel- 
l'equazione di primo grado, si ha: i 


[A] diA] t 
- =k| dt 
| tal [AP hi 
e quindi 
1 A 
——-= k 13.6 
We Mea PURI È 


L’equazione [13.6] è lineare per le variabili 1{A] e 
t. Di conseguenza, le equazioni [13.4al e [13.6] posso- 
no essere usate per distinguere una reazione di pri- 
mo ordine da una di secondo ordine, mettendo in 
grafico in[A] in funzione di t e 1A] in funzione di 
t e osservando se uno di questi grafici rende una li- 
nea retta. Vici 

Nella Fig. 13.2 sono riportate e confrontate le cur- 
ve di scomparsa di A in due reazioni, una di primo 
ordine e una di secondo ordine, con uguale tempo 
di dimezzamento. Si può notare che prima del tem- 
po di dimezzamento, la reazione di secondo ordine 
è più rapida di quella di primo ordine (la curva 
è più ripida), mentre dopo il tempo di dimezzamen- 
to, è la curva della reazione di primo ordine che 
scende più rapidamente. Il tempo di dimezzamento 
per una reazione di secondo ordine è dato da 
t,;,=1/K[AL e quindi, al contrario della reazione di 
primo ordine, dipende dalla concentrazione iniziale 
del reattante. 
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Figura 13.2 Confronto tra l'andamento delle curve di due reazioni di 
primo e di secondo ordine con uguale tempo di dimezzamento t1/2. 
(Fonte: TinoCO, l.Jr., SAUER, K. e WANG, J.C., Physical chemistry. Prin- 
ciples and applications in biological sciences, 2? ed., p. 291, Prentice- 
Hall, 1985.) 


C. Teoria dello stato di transizione 


Uno degli scopi della teoria cinetica è quello di 
descrivere le velocità delle reazioni in base alle pro- 
prietà fisiche delle molecole dei reattanti. I principi 
teorici che tengono conto in modo esplicito della strut- 
tura delle molecole reattive e del loro modo di colli- 
dere, sono stati sviluppati principalmente da Henry 
Eyring negli anni ’30. Questo modo di vedere i pro- 
cessi chimici, conosciuto come teoria dello stato di 
transizione oppure teoria della velocità assoluta, 
rappresenta in pratica le fondamenta della maggior 
parte della moderna cinetica ed ha fornito strumenti 
indispensabili per la comprensione dei processi cata- 


‘ lizzati dagli enzimi. 


Lo stato di transizione 


Consideriamo una reazione bimolecolare che 
coinvolge tre atomi, A, Be C: 


A+B-C-—>A-B+C 


Chiaramente, l’atomo A deve avvicinarsi alla moleco- 
la diatomica B—C in modo tale che, in un qualche mo- 
mento della reazione si formi un complesso ad alta 
energia (instabile), rappresentabile come A...B...C, in 
cui si sta generando il legame covalente tra A e Be 
allo stesso tempo si sta scindendo quello tra gli atomi 


Secondo ordine 


CSA EI si 


RAS 
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(a) 0 


Figura 13.3 L'energia potenziale del sistema colineare H+H) in fun- 
zione delle distanze internucleari, Rag e Rgc. La reazione è rappresen- 
tata come: (a) disegno in prospettiva. (b) Il corrispondente diagramma 
dei rilievi. I punti a e d rappresentano l'energia potenziale di approc- 
cio minima, b è l'approccio a un massimo e c è il punto minimo di 
una sella. (Fonte: FROST, A.A. e PEARSON, R.G., Kinetics and mechanism, 
2? ed., p. 80, Wiley, 1981.) 


B e C. Vediamo ora il più semplice esempio di questa 
reazione, cioè lo scambio di un atomo tra la molecola 
diatomica H, e un atomo di idrogeno libero per for- 
mare una nuova molecola di idrogeno con atomi di- 
versi dall’originale: 


Ha+Hg-Ho —> Ha-Hg+Hc 


L’energia potenziale di questo sistema triatomico in 
funzione della posizione relativa dei suoi atomi com- 
ponenti è riportata nel grafico in Fig. 13.3a e b. La sua 
forma è quella di due valli lunghe e profonde paralle- 
le agli assi delle coordinate, con pareti molto ripide 
che si innalzano nella direzione degli assi e una meno 
ripida che sale verso un piano dove entrambe le coor- 
dinate sono più grandi (le regioni contrassegnate dal- 
la lettera b). Le due valli sono congiunte da un passag- 
gio o sella vicino all’origine del diagramma (punto 0). 
La configurazione con minore energia è quella che si 
osserva con una molecola di H, e un atomo isolato, 
cioè con una coordinata piuttosto grande e l’altra a una 
distanza corrispondente ad un legame covalente H. 
(vicino al punto a, i reattanti, ed al punto d, i prodot- 
ti). Durante una collisione i reattanti in genere si av- 
vicinano uno all’altro con piccole deviazioni dalla via 
di reazione con minor energia (la linea a-c-d) in quan- 
to altre traiettorie richiederebbero maggiori quanti- 
tà di energia. Se un atomo e una molecola tendono ad 


entrare in contatto, la forza di repulsione li tiene se- 
parati (per un aumento dell’energia potenziale). 

Se il sistema possiede però una sufficiente energia ci- 
netica per continuare ad avvicinarsi, si avrà un inde- 
bolimento del legame covalente della molecola H; fino 
a che, se il sistema raggiunge la sella (punto c), si ven- 
gono a formare uguali probabilità che la reazione av- 
venga o che il sistema si scomponga nei suoi costituen- 
ti. Al punto di congiunzione delle due valli (la sella) si 
dice che il sistema è nello stato di transizione e che 
si è formato un complesso attivato. Poiché la concen- 
trazione del complesso attivato è piccola, la decompo- 
sizione del complesso attivato viene considerata come 
il processo che determina la velocità di questa reazione. 
La via con minor energia di una reazione è co- 
nosciuta come coordinata della reazione. La Fig. 
13.40, chiamata diagramma dello stato di transi- 
zione oppure diagramma della coordinata della 
reazione, mostra l’energia potenziale del sistema 
H+H» lungo la coordinata di reazione (linea a-c-d nel- 
la Fig.13.3). Si osserva che lo stato di transizione è il 
punto con energia più elevata sulla coordinata di rea- 
zione. Se gli atomi del sistema triatomico sono di tipi 
diversi (Fig. 13.4b), il diagramma dello stato di transi- 
zione non è più simmetrico, in quanto vi è una diffe- 
renza energetica tra reattanti e prodotti. 


Termodinamica dello stato di transizione 


Il fatto che il raggiungimento dello stato di tran- 
sizione sia il requisito essenziale in ogni reazione, ha 
portato ad una migliore comprensione di tutti i detta- 
gli del meccanismo della reazione stessa. Per esempio, 
consideriamo la reazione bimolecolare che procede 
lungo la sequente via: 
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rss Hg e<Bg 


Coordinata di reazione 


Figura 13.4 Diagrammi dello stato di transizione: (a) Per la reazione 
H+H). Questa è una sezione presa lungo la linea a-c-d nella Fig. 
13.3b; (b) Per una reazione spontanea, cioè una reazione in cui l'e- 
nergia libera decresce. 


+ k' 

A+B==X* —> P+Q 
dove X* rappresenta il complesso attivato. Quindi, 
riprendendo la discussione precedente, 


API 1A NBI=K'[X#] (13.71 
di 


dove k è la costante di velocità ordinaria della rea- 
zione elementare e k' è la costante di velocità per 
la decomposizione del complesso attivato X* in pro- 
dotti. 

AI contrario delle molecole stabili quali A e P, che 
contengono livelli di energia minimi, il complesso 
attivato si forma solo ad un massimo di energia e 
quindi è piuttosto instabile (come una biglia in equi- 
librio sulla punta di un ago). La teoria dello stato di 
transizione assume anche che X* sia in rapido equi- 
librio con il reattante; cioè 


2_ DES 
[AIB] 


dove K* è una costante di equilibrio. Questo assun- 
to fondamentale della teoria dello stato di transizio- 
ne consente di applicare il potente formalismo della 
termodinamica alla teoria delle velocità di reazione. 

Se K* è una costante di equilibrio, deve essere 
espressa come 


[13.8] 


- RT In K*=AG* [13.9] 


dove AG* è l’energia libera di Gibbs del complesso 
attivato sottratta di quella dei reattanti (Fig. 13.4b), 


491 


AGreazione 


Coordinata di reazione 


T è la temperatura assoluta e R (=8,3145 J-K-! 
mol-1) è la costante dei gas (la relazione tra costan- 
ti di equilibrio ed energia libera è derivato nel para-. 
grafo 3.3A). Combinando poi le equazioni dalla [13.7] 
alla [13.9], si ottiene 


del 


=k'e-AG*/RITA]B] 
dt 


[13.10] 


Questa equazione indica che la velocità di una rea- 
zione dipende non solo dalle concentrazioni dei suoi 
reattanti, ma diminuisce in modo esponeziale con il 
diminuire di AG*. Quindi, tanto più grande è la dif- 
ferenza tra l’energia libera dello stato di transizione 
e quella degli altri reattanti, tanto più instabile sarà 
lo stato di transizione e tanto più lenta procederà 
la reazione. 

Per poter continuare, dobbiamo ora stabilire il 
valore di k', la velocità del passaggio del complesso 
attivato sul punto di massima energia libera nel dia- 
gramma dello stato di transizione (spesso chiamata 
anche barriera di attivazione oppure barriera ci- 
netica della reazione). 

Il modello dello stato di transizione ci permette di 
calcolarla (anche se la seguente derivazione non è 
molto rigorosa). Il complesso attivato è mantenuto 
unito da un legame che è associato con la coordinata 
di reazione e si pensa sia così debole da rompersi 
durante le sue prime escursioni vibrazionali. Quin- 
di, k' viene espressa da 

k'=xv [13.11] 
dove v è la frequenza vibrazionale del legame che 
si rompe mentre il complesso attivato si decompone 
in prodotti e x, il coefficiente di trasmissione, rap- 


presenta la probabilità che il complesso attivato xt 3 


si decomponga nella direzione della formazione dei 
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rodotti, piuttosto che in quella di rigenerazione dei 
reattanti. Per la maggior parte delle reazioni sponta- 
nee in soluzione, k ha un valore tra 0,5 e 1,0; per 
la reazione colineare H+H;, il suo valore è 0,5. 

Abbiamo praticamente finito con questa elabora- 
zione, ci resta solo da stabilire il valore di v. La legge 
di Planck stabilisce che 


v=e/h [13.12] 


dove I è un intermedio della reazione, esiste un com- 


lesso attivato per ogni reazione elementare; l’anda- 
mento del diagramma dello stato di transizione di 
si statistiche ci dicono che, alla temperatura 7, l’e- 
nergia classica di un oscillatore è 
e= ksT [13.13] 
dove kg (=1,3807x 107? j-K7-) è una costante di 
natura conosciuta come costante di Boltzmann e kgT 
è essenzialmente l’energia termica disponibile. Com- 
binando le equazioni dalla [13.11] alla [13.13] 


aka 
h 


k' [13.14] 


Assumendo poi, come si fa per la maggior parte del- 
le reazioni, che x=1 (x può essere calcolata solo di 
rado), la combinazione delle equazioni [13.7] e [13.10] 
genera l’espressione per la costante di reazione della 
nostra reazione elementare: 


k=3T e AG*/RT 


n [13.15] 
Questa equazione indica che la velocità della reazio- 
ne diminuisce con l’aumentare dell’energia libera di 
attivazione, AG*. 

Al contrario, se la temperatura aumenta, vi è un au- 
mento dell’energia termica disponibile per portare 
il complesso che sta reagendo oltre la barriera di at- 
tivazione e la velocità della reazione aumenta. (Gli 
enzimi, essendo proteine, sono soggetti alla denatu- 
razione termica e quindi la velocità di una reazione 
catalizzata enzimaticamente cade rapidamente una 
volta che è stata superata la temperatura di denatu- 
razione dell'enzima.) Teniamo ben presente che la 
teoria dello stato di transizione è un modello ideale; 
i sistemi reali si comportano in modo più complicato 
anche se sostanzialmente si attengono al modello pro- 
posto. 


Le reazioni a molte tappe 
hanno una tappa che determina la velocità 


Poiché le reazioni chimiche sono in genere com- 
poste da un certo numero di tappe, cioè di reazioni 
elementari, vediamo ora come la teoria dello stato 
di transizione si adatta a queste reazioni. Per una 
reazione a molte tappe del tipo 


ki k 


POR lE, 


dove I è un intermedio della reazione esiste un com- 
plesso attivato per ogni reazione elementare; l’anda- 
mento del diagramma dello stato di transizione di 
questa reazione riflette le velocità relative delle rea- 
zioni elementari coinvolte. Se la prima tappa della 
reazione è più lenta della seconda tappa (k1<k?), la 
barriera di attivazione per la prima tappa sarà più 
elevata di quella della seconda tappa e sarà esatta- 
mente il contrario se la seconda tappa è quella più 
lenta (Fig. 13.5). Poiché la velocità di formazione del 
prodotto P dipende esclusivamente dalla velocità della 
reazione più lenta, se una tappa di una reazione com- 
plessiva è molto più lenta dell’altra (o altre) tappa, 
questa tappa lenta agisce come una «strozzatura» e 
diventa quindi la tappa che determina la velocità 
della reazione. 


IF 


Coordinata di reazione 


Figura 13.5 Diagramma dello stato di transizione per la reazione a 


k k 
due tappe A—> | —%» P. Quando kj<ks (curva blu), la prima 
tappa è quella che determina la velocità della reazione, mentre se 
ki>ka (curva rossa) è la seconda tappa a determinare la velocità. 


La catalisi riduce il AG* 


Ovviamente, le reazioni catalizzate dagli enzi- 
mi hanno un ruolo fondamentale nella biochimica. 
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riduzione di 
AG* operata 
dal catalizzatore 


Non catalizzata _ 


\ 


Catalizzata 


Coordinata di reazione 


Figura 13.6 Diagramma schematico che illustra l’effetto di un cataliz- 
zatore sul diagramma dello stato di transizione di una reazione. 
AAG* = AG* non car 4G* car 


I catalizzatori agiscono abbassando la barriera di at- 
tivazione delle reazioni a cui partecipano (Fig. 13.6). 
Se un catalizzatore è in grado di abbassare la barrie- 
ra di attivazione di una reazione di un fattore pari 
a AAG:, secondo l’equazione [13.15], la velocità del- 
la reazione viene accelerata di una entità uguale a 
eA4Gz/RT, Quindi per aumentare di 10 volte la ve- 
locità è necessario che AAG:= 5,71 kJ- mol-!, me- 
no della metà dell’energia di un tipico legame idro- 
geno. Per una accelerazione di un milione di volte 
il AAGÈ: deve essere pari a 34,25 kJ - mol-!, una pic- 
cola frazione dell’energia della maggior parte dei le- 
gami covalenti. L’aumento della velocità è quindi una 
funzione del AAGÈ,:. i 

È interessante notare che la barriera cinetica viene 
abbassata dello stesso fattore sia che la reazione pro- 
ceda in un senso sia nell’altro (Fig. 13.6). Un cataliz- 
zatore accelera quindi una reazione sia in un senso 
che nel senso inverso, in modo da non variare la co- 
stante di equilibrio della reazione stessa. I meccani- 
smi chimici con cui un enzima abbassa la barriera 
di attivazione saranno discussi nel paragrafo 14.1. Po- 
tremo allora vedere che il più funzionale di questi 
meccanismi richiede il legame all’enzima dello stato 
di transizione della reazione catalizzata, che viene 
preferito a quello del substrato. 


2. CINETICA ENZIMATICA 


Le reazioni chimiche che avvengono nelle cel- 
lule viventi sono catalizzate dagli enzimi. Questi im- 
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portanti catalizzatori, come abbiamo visto nel Capi- 
tolo 12, sono specifici per una particolare reazione. 
Nel loro complesso, sono estremamente versatili nel 
senso che alcune migliaia di enzimi ora conosciuti 
portano avanti tutte quelle reazioni diverse come le 
idrolisi, le polimerizzazioni, i trasferimenti di grup- 
pi funzionali, le ossido-riduzioni, le deidratazioni e 
le isomerizzazioni, per citare solo le classi più comu- 
ni di reazioni mediate dagli enzimi. Queste proteine 
non si comportano da superfici passive su cui avven- 
gono le reazioni, ma sono piuttosto complesse mac- 


. chine molecolari che operano mediante una serie di 


meccanismi molto diversi tra loro. Per esempio, al- 
cuni enzimi agiscono su una singola molecola di sub- 
strato; altri agiscono invece su due o più molecole 
diverse di substrato, il cui ordine di legame può o 
non può essere obbligatorio. 

Altri ancora formano complessi intermedi con i lo- 
ro substrati mediante legami covalenti, ma questa 
non è una regola per tutti. 

Le misure cinetiche delle reazioni catalizzate enzi- 
maticamente sono tra le tecniche più importanti per 
lo studio e la definizione del meccanismo catalitico 
degli enzimi. Nella rimanente parte di questo capito- 
lo, sono sviluppati i supporti cinetici particolarmen- 
te importanti per la determinazione dei meccanismi 
enzimatici. Inizieremo, in questo paragrafo, con la 
presentazione della teoria di base della cinetica enzi- 
matica. 


A. L'equazione di Michaelis-Menten 


[495] Lo studio della cinetica enzimatica è iniziato 
nel 1902, quando Adrian Brown riportò una sua ri- 
cerca sulla velocità di idrolisi del saccarosio cataliz- 


zata dall’enzima del lievito invertasi (noto ora co- . 


me f-fruttofuranosidasi): 
saccarosio + H,0 — glucosio + fruttosio 


Brown dimostrò che quando la concentrazione del 
saccarosio è molto più alta di quella dell’enzima, la 
velocità della reazione diventa indipendente dalla con- 
centrazione del saccarosio; cioè, la velocità è di ordi- 
ne zero rispetto al saccarosio. Egli pensò quindi che 
la reazione complessiva fosse composta da due rea- 
zioni elementari, in cui il substrato formava prima 
un complesso con l’enzima che successivamente si 
decomponeva a prodotti ed enzima libero: 


ki ka 
E+S="ES==*P+E 
ge 


Qui, E, S, ES e P indicano rispettivamente l’enzima, 


vi | ss 
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il substrato, il complesso enzima-substrato e i pro- 
dotti (per un enzima composto da più subunità iden- 
tiche, E si riferisce al sito attivo invece che alla mole- 
cola dell'enzima). Secondo questo modello, quando 
la concentrazione del substrato diventa sufficiente- 
mente elevata da convertire completamente l’enzima 
nella forma ES, la seconda tappa della reazione di- 
venta quella che limita la velocità e la reazione com- 
plessiva è insensibile ad ulteriori aumenti nella con- 
centrazione del substrato. L’espressione generale della 
velocità di questa reazione è 


[13.16] 


La velocità complessiva di produzione di [ES] è data 
dalla differenza tra le velocità delle reazioni elemen- 
tari che portano alla sua formazione e che determi- 
nano la sua scomparsa: 


dIESI x EXS]— k_;(ES]-Kz/ES!] 


13.17 
di [13.17] 


Questa equazione non può essere esplicitamente in- 
tegrata senza effettuare alcune assunzioni semplifi- 
catrici. Le due possibilità sono 


1. Assunzione di equilibrio 
Nel 1913, Leonor Michaelis e Maude Menten, la- 
vorando su una precedente ipotesi di Victor Hen- 
ri, assunsero che k_1> kz, cioè che la prima tap- 
pa della reazione potesse raggiungere l’equilibrio. 


ks _ [ES] 


k, [ES] [13.18] 


s= 
K; rappresenta la costante di dissociazione della 
prima tappa della reazione enzimatica. Dopo que- 
sta assunzione, l’equazione [13.17] può essere in- 
tegrata. Anche se questa elaborazione non è sem- 
pre corretta, per riconoscere l’importanza di que- 
sto lavoro pionieristico, il complesso non covalen- 
te tra enzima e substrato viene ancora oggi chia- 
mato complesso di Michaelis. 

2. Assunzione dello stato stazionario 
La Fig. 13.7 mostra come variano i diversi parte- 
cipanti durante il procedere della reazione secon- 
do il modello sopra esposto e in condizioni fisiolo- 
giche, cioè quando il substrato è presente in lar- 
go eccesso rispetto all’enzima. 

Con l’eccezione della parte iniziale della reazio- 
ne, chiamata fase transitoria, che avviene in po- 
chi millisecondi dopo aver mescolato l’enzima con 
il substrato, [ES] rimane pressoché costante fino 


[So] 


[SÌ] [P] 


Concentrazione 


[E]r = [E] + [ES] 


d{ES] _ 
di 9 


[El7 


Tempo 


Figura 13.7 Diagramma che mostra le variazioni nel tempo dei vari 
componenti di una semplice reazione che segue l'equazione di 
Michaelis-Menten. Notate che, a parte una fase transitoria della rea- 
zione che si trova prima della zona ombreggiata, le pendenze delle 
curve di [E] e di [ES] sono praticamente 0, fino a che [S]>>([E]r (al- 
l'interno della zona ombreggiata). (Fonte: SeceL, L.H., Enzyme kine- 
tics, p. 27, Wiley, 1975.) 


a che il substrato non comincia ad esaurirsi. Di 
conseguenza, la velocità di sintesi di ES deve esse- 
re uguale alla velocità di demolizione per quasi 
tutto il tempo della reazione; [ES] resta cioè in uno 
stato stazionario. Si può assumere con un suffi- 
ciente grado di accuratezza che [ES] rimane co- 
stante e quindi 


Si 0 [13.19] 
dt 

Questa è l'assunzione dello stato stazionario, 

proposta per la prima volta nel 1925 da G.E. Briggs 

e da James B.S. Haldane. 


Per poter essere usate, le espressioni cinetiche 
delle reazioni complessive devono essere formulate 
in termini di entità misurabili quantitativamente. I 
valori di [ES] e di [E] non sono in genere facilmente 
quantificabili per via diretta, ma la quantità di enzi- 
ma totale [Ely è invece sempre nota: 


[Elr=[E]+[ES] [13.20] 
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L’equazione di velocità della nostra reazione enzi- 
matica può essere derivata nel seguente modo. Com- 
binando l’equazione [13.17] con l’assunzione dello sta- 
to stazionario, l’equazione [13.19] e con la [13.20] che 
esprime l’interconversione delle varie forma di enzi- 
ma, si ha 


k([Elr —ESDIS] =(k_,+k)[ES] 
che dopo opportuni riarrangiamenti diventa 
[ES] (K -1 + ka + k[S1) = ka[EkIS] 


Dividendo entrambi i termini per k; e risolvendo 
per [ES], 


[Ez[S] 


LESI= Km+ [IS] 


dove Ky, nota come costante di Michaelis, è defi- 
nita da 


k_1+ ko 


Ku= 
M k 


[13.21] 


Il significato di questa costante sarà discusso in se- 


guito. 

La velocità iniziale della reazione può essere 
espressa nei termini delle entità misurabili sperimen- 
talmente [Elr e [SI. 


(ae) 2 _KAELSSI 
"a | dt e AR Km+[S] 


L’uso della velocità iniziale (operativamente conside- 
rata come la velocità misurata prima che sia stato 
consumato e convertito in prodotto più del 10% del 
substrato) invece che la velocità nel suo complesso 
minimizza alcune complicazioni, quali gli effetti del- 
l’eventuale reversibilità delle reazioni, l’inibizione del- 
l’enzima da parte del prodotto e la possibile progres- 
siva inattivazione dell'enzima. 

La velocità massima (V.ay) di una reazione vie- 
ne raggiunta solo quando l'enzima viene saturato 
da un’elevata concentrazione del substrato, cioè è 
completamente nella forma ES: 


[13.22] 


Vmax = Ka[Elr [13.23] 


Quindi, combinando le equazioni [13.22] e [13.23] ot- 
teniamo 


___VmaxlS] 


05418] [13.24] 
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Vo 


V max/2 


Figura 13.8 Grafico della velocità iniziale », di una reazione che 
segue l'equazione di Michaelis-Menten in funzione della concentra- 
zione [S]. | punti sono ad intervalli corrispondenti a concentrazioni 
di substrato pari a 0,5 Ky, compresi tra 0,5 e 5 Ky. 


Questa espressione, lequazione di Michaelis- 
Menten, è la base della cinetica enzimatica. Essa de- 
scrive un’iperbole rettangolare come quella riporta- 
ta nella Fig. 13.8 (anche se la curva è ruotata di 45° 
e portata all’origine, rispetto agli esempi di iperbole 
mostrati normalmente nei testi elementari di alge- 
bra). La saturazione della mioglobina con l’ossigeno 
(equazione [9.4)) ha lo stesso andamento. 


Significato della costante di Michaelis 


La costante di Michaelis, Km, operativamente 
può essere definita in un modo molto semplice. Alla 
concentrazione di substrato in cui [S] = Ky, dall’e- 
quazione [13.24] si ottiene che vo = Vmax/2 e quin- 
di, Km corrisponde alla concentrazione di substrato 
a cui la velocità della reazione è metà di quella mas- 
sima. Se un enzima, conseguentemente, ha una Km 
con un valore piccolo, esso arriverà alla massima ef- 
ficienza catalitica ad una concentrazione di substra- 
to piuttosto piccola. 

Il valore di Ky varia considerevolmente con il ti- 
po di enzima e con la natura del substrato (Tabella 
13.1). Anche la temperatura ed il pH possono influen- 
zare il valore della costante (vedi paragrafo 13.4). La 
costante di Michaelis può essere espressa come 


[13.25] 


+ + 
ki ki ki 


Poiché K; è la costante di dissociazione del comples- 
so di Michaelis, se K, diminuisce, aumenta l’affinità 
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Enzima Substrato Kia(M) Kea(67)) KoaelKig(Mm 71977) 
Acetilcolina esterasi Acetilcolina 9,5x 1075 14x10 1,5x 108 
Anidrasi carbonica CO, 1,3x 1072 1,0x 108 8,3x 107 
HCO7 2,6x 107? 4,0x 10° 1,5x 107 
Catalasi H,0, 2,5x 107? 1,0x107 4,0x 108 
Chimotripsina N-acetilglicina etil estere 44x107! 5,1x 107? 1,2x 107! 
N-acetilvalina etil estere 8,8x 1072 1,7x 107! 1,9 
N-acetiltirosina etil estere 6,6x 1074 1,9x 102 2,9x 105 
Fumarasi Fumarato 5,0x 107% 8,0x 102 1,6x 108 
Malato 2,5x 1075 9,0x 102 3,6x 107 
Ureasi Urea 2,5x 1072 1,0x 104 4,0x 105 


dell'enzima per il substrato. La Ky è anche una mi- 
sura dell’affinità dell’enzima per il suo substrato, se 
il rapporto k2/k è molto piccolo in confronto a Ks, 
cioè ko< k_,. 


B. Analisi dei dati cinetici 


[499 ] Vi sono molti modi per determinare i valori 
dei parametri presenti nell’equazione di Michaelis- 
Menten. A concentrazioni di [S] molto elevate, la ve- 
locità iniziale v, tende ad avvicinarsi in modo asinto- 
tico a Vmax. In pratica però, è molto difficile deter- 
minare accuratamente la Vmax direttamente dal gra- 
fico di v, in funzione di [S], come è riportato nella 
Fig. 13.8. Anche ad una concentrazione di substrato 
molto alta come [S] = 10 Ky, l'equazione [13.24] ci 
dice che v, è solo il 91% della Vmax e quindi non è 
possibile estrapolare il valore dell’asintoto con certezza. 


Figura 13.9 Un grafico dei doppi recipro- 
ci (Linewaever-Burk) con le deviazioni 
standard dei risultati (le linee verticali sui 
punti) corrispondenti a circa +0,05Vmax 
I punti riportati sono gli stessi della Fig. 
13.8. Notate il grande effetto che anche 
piccoli errori possono produrre a basse 
concentrazioni di substrato e come i punti 
tendano ad affollarsi alle alte concentra- 
zioni di substrato. 


-1/Ky 


Un metodo più corretto per misurare il valore di 
Vmax @ di Ky, formulato da Hans Lineweaver e da 
Dean Burk, utilizza il reciproco dell’equazione [13.24]: 


1 
Vo 


1 1 


Km | 1° 
[SÌ Vmax 


[13.26] 


Vmax 


Questa è una equazione lineare rispetto a 1/v, e 
1/[S]. Se queste due entità sono messe in grafico, det- 
to grafico dei doppi reciproci, o di Lineweaver 
Burk, la pendenza della retta corrisponde a K 
M/Vmax; l’intercetta sull’asse 1/v, è 1/Vmax € l’inter- 
cetta estrapolata sull’asse 1/[S] rappresenta —1/Kw 
(Fig. 13.9). Uno degli svantaggi di questo grafico è 
quello di utilizzare concentrazioni di S relativamen- 
te alte nella gran parte delle misure sperimentali e 
quindi i punti tendono ad accumularsi nella parte 
sinistra del grafico. Per le concentrazioni di S molto 
basse poi, piccoli errori nella v, possono generare er- 


1/00 


Pendenza=Ey/Vmax 


* 


[S]= 0,5Ky 


Mia 


1/1S] 
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rori molto più grandi in 1/v, e quindi nei valori di 
Km e di Vax 

Sono stati formulati, per determinare i valori di 
Ky e di Vmax dai dati cinetici, molti altri tipi di gra- 
fici, ognuno dei quali presenta specifici vantaggi e 
svantaggi. Con l’avvento su larga scala dei compu- 
ter, i dati cinetici vengono ora analizzati matemati- 
camente mediante trattamenti statistici sofisticatissi- 
mi. Non di meno il grafico di Linewéaver-Burk con- 
tinua ad essere valido per una presentazione visiva 
dei dati cinetici ed è ancora largamente utilizzato per 
l’analisi cinetica di quegli enzimi che hanno più di 
un substrato (paragrafo 13.50). 


Il rapporto kca:/Km è una misura 
dell’efficienza catalitica 


[500 ].L’efficienza catalitica degli enzimi è definita dal- 
la misura dei suoi parametri catalitici. Possiamo defi- 
nire così la costante catalitica di un enzima, come 


Vi 
kcat max 


“TE [13.27] 


Questa entità è anche conosciuta come il numero 
di turnover di un enzima, in quanto esprime il nu- 
mero di volte che ogni sito attivo dell’enzima cataliz- 
za la reazione nell’unità di tempo. I numeri di turno- 
ver per alcuni enzimi sono elencati nella Tabella 13.1. 
Si può osservare che queste entità possono variare 
anche più di otto ordini di grandezza, a seconda del 
tipo di enzima e del suo substrato. L'equazione [13.23] 
ci dice che, per il modello di Michaelis-Menten, kat 
corrisponde a ky. Per gli enzimi con meccanismi più 
complessi, ko: può dipendere da diverse altre co- 
stanti di velocità. 

Quando [S]I&Kw, si forma molto poco complesso 
ES. Conseguentemente [E]=[Elr e quindi l’equazio- 
ne [13.22] diventa di secondo ordine: 


E ka ei Keat 
Vo= | x les ( n vs [13.28] 


M M 


Il rapporto k.w:/Kw è la costante di secondo ordine 
apparente della reazione enzimatica; la velocità della 
reazione varia secondo come l’enzima ed il substrato 
si incontrano in soluzione. L'entità kca/Kw è quindi 
una misura dell’efficienza catalitica dell’enzima. 


Alcuni enzimi hanno raggiunto 
la perfezione catalitica 


Esiste un limite superiore all’efficienza cataliti- 
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ca degli enzimi? Dall’equazione [13.21] vediamo che 


rate eetoe: [13.29] 


Questo rapporto è massimo quando k2>k_1; cioè 
quando la formazione del prodotto dal complesso di 
Michaelis ES è rapida in confronto alla dissociazione 
del complesso a substrato ed enzima. Quindi, 
kcea/Km=k1, la costante di velocità di secondo ordi- 
ne per la formazione di ES. Il termine k, non può 
essere più grande della frequenza con cui le moleco- 
le di enzima e di substrato arrivano a collisione nella 
soluzione. Questo limite controllato dalla diffu- 
sione varia da 105 a 10° M7!s-!. Gli enzimi con que- 
sti valori di kx:/Kx devono catalizzare una reazio- 
ne praticamente ogni volta che incontrano una mo- 
lecola di substrato. La Tabella 13.1 mostra che alcuni 
enzimi come la catalasi, l’acetilcolinesterasi, la fuma- 
rasi e l’anidrasi carbonica hanno raggiunto virtual- 
mente lo stato di perfezione catalitica. 

Poiché il sito attivo di un enzima occupa in genere 
solo una piccola frazione della superficie totale della 
proteina, come può l’enzima catalizzare una reazio- 
ne ogni volta che incontra una molecola di substra- 
to? Anche se la risposta a questo quesito non è anco- 
ra chiara, si stanno accumulando prove sperimentali 
che tendono a suggerire che l’organizzazione dei 
gruppi carichi presenti sulla superficie dell’enzima 
ha la funzione di guidare elettrostaticamente i sub- 
strati polari al sito attivo. 


C. Le reazioni reversibili 


Il modello di Michaelis-Menten implicitamente 
assume che la reazione enzimatica inversa non possa 
avvenire. Eppure, molte reazioni catalizzate dagli en- 
zimi sono invece facilmente reversibili (hanno una 
piccola energia libera di reazione) e quindi hanno 
prodotti che possono tornare a reagire per formare 


in modo significativo i substrati. In questo paragrafo . . 


lasceremo la restrizione di non ritorno del modello 
di Michaelis-Menten e scopriremo in questo modo al- 
cuni importanti principi cinetici. 


Modello ad un intermedio 


[503]La modificazione del modello di Michaelis- 


Menten per inserire la reazione inversa porta al se- 
guente schema di reazione: 
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ki ka 
E+S=ES==P+E 
bid “Ss 


(Qui, ES potrebbe essere chiamato anche EP in quan- 
to questo modello non specifica la natura del com- 


plesso intermedio.) L'equazione che descrive il com- : 


portamento cinetico di questo modello, che viene de- 
rivata nell’Appendice A di questo capitolo, è espres- 
sa da 


ViadS]  VeaIP] 


Ss P 
3 BD 
Kî KM 
dove 
Via = k[Elr Via = k_ [El 
k_1+ ka P k_1+ ka 
= K. LL 
Kî ki; M na 
e 


[Elr= [E]+ [ES] 


Questa è essenzialmente l’equazione di Michaelis- 
Menten che può operare sia in avanti che indietro 
(i due sensi della reazione). Quando [P]=0, cioè 
v=Vo, Questa equazione diventa l’equazione di 
Michaelis-Menten. 


La relazione di Haldane 


All’equilibrio, v = 0 e così l’equazione [13.30] 
può essere semplificata nell’espressione 


f gP 
i liane [13.31] 

max!\M 
nota come la relazione di Haldane. Questa relazio- 
ne dimostra che i parametri cinetici di una reazione 
reversibile catalizzata da un enzima non sono indi- 
pendenti l’uno dall’altro. Piuttosto, essi sono correla- 
ti dalla costante di equilibrio della reazione comples- 
siva, che è indipendente dall’enzima. 


I dati cinetici non forniscono 
Informazioni certe sul meccanismo di reazione 


Un enzima che forma un complesso reversibi- 
le con il suo substrato potrebbe allo stesso modo for- 


marne uno con il suo prodotto, cioè avere un mecca- 


nismo del tipo: 


ka ko k3 
E+ST<ES=="EP==®>P+E 
-1 k_2 k_-3 


L’equazione che descrive il comportamento cinetico 
di questo modello a due intermedi, la cui derivazio- 
ne è analoga a quella descritta nell’Appendice A per 
il modello a un intermedio, ha una forma identica 
a quella dell’equazione [13.30]. I suoi parametri Viu 
Viso Kî, e KÉ, sono espressi dalle sei costanti cineti- 
che del modello a due intermedi, invece delle quat- 
tro per quello ad un solo intermedio. Le equazioni 
di velocità per lo stato stazionario di reazioni rever- 
sibili con tre o più intermedi hanno sempre la stessa 
forma, ma hanno diverse definizioni dei loro quat- 
tro parametri. 

I valori di Via, Via» KÉ e KÉ, nell’equazione 
[13.30] possono essere determinati mediante oppor- 
tune manipolazioni delle concentrazioni iniziali del 
substrato e del prodotto in condizioni stazionarie. Ciò 
non può fornirci i valori delle costanti di velocità del 
nostro modello a due intermedi in quanto vi sono 
sei costanti e solo quattro equazioni che descrivono 
le loro relazioni. Inoltre, le misure allo stato stazio- 
nario non sono in grado di discriminare tra il nume- 
ro di intermedi in una reazione reversibile enzimati- 
ca, poiché la forma dell’equazione [13.30] non cam- 
bia col numero di intermedi. 

Le identità funzionali delle equazioni che descrivo- 
no questi schemi di reazioni possono essere meglio 
compresi mediante l’analogia tra il nostro modello 
di reazione reversibile a n-intermedi e una «scatola 
nera» contenente un sistema di tubi di acqua, con 
un ingresso e una uscita: 


«Scatola nera» 


Uscita 


[e] 
n 
Da) 
® 
di 
I) 
5 


Allo stato stazionario, quando i tubi sono stati riem- 
piti con acqua, possiamo misurare la relazione esi- 
stente tra pressione di ingresso e pressione di uscita. 
Queste misure non ci consentono di ottenere infor- 
mazioni dettagliate sul sistema di tubi che collega 


n 
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l'ingresso all’uscita. Per questo, sono necessarie altre 
operazioni, come aprire la scatola nera e misurare 
i tubi. Allo stesso modo, misure cinetiche allo stato 
stazionario possono fornirci la descrizione fenomeno- 
logica del comportamento dell’enzima, ma la natura 
degli intermedi non viene specificata. Questi interme- 
di possono invece essere identificati con sistemi diver- 
si come l’analisi spettroscopica. 

La discussione precedente ci porta a definire un 
principio fondamentale dell’analisi cinetica: l’analisi 
cinetica allo stato stazionario non può stabilire in mo- 
do certo il meccanismo della reazione. Per quanto sem- 
plice, elegante o razionale sia il meccanismo propo- 
sto e tenga conto di tutti i dati cinetici, vi sarà sem- 
pre un numero pressoché infinito di meccanismi al- 
ternativi, forse complicati, non eleganti e anche irra- 
zionali, ma capaci di spiegare ugualmente bene i da- 
ti cinetici. Di solito però, è sempre il più semplice 
dei meccanismi possibili quello che risulta corretto, 
anche se non è sempre così. Se i dati cinetici non so- 
no compatibili con un dato meccanismo, quest’ultimo 
va scartato. Quindi, anche se la cinetica non può es- 
sere usata per identificare il meccanismo della rea- 
zione senza l’ausilio di altre osservazioni sperimen- 
tali, come la dimostrazione fisica dell’esistenza di un 
intermedio, l’analisi della cinetica allo stato staziona- 
rio di una reazione ha un enorme valore per verifi- 
care i meccanismi proposti. 


3. INIBIZIONE 


Molte sostanze alterano l’attività degli enzimi, 
legandosi ad esso in modo da influenzare il legame 
del substrato e/o il numero di turnover dell’enzima 
stesso. I composti che riducono l’attività degli enzi- 
mi con questi sistemi sono noti come inibitori. 
Molti inibitori sono sostanze che ricordano struttu- 


- ralmente il substrato dell’enzima, con la differenza 


che essi non reagiscono o reagiscono molto poco se 
confrontati al substrato. Gli inibitori sono usati an- 
che per stabilire la natura chimica e conformaziona- 
le del sito che lega il substrato, informazioni indi- 
spensabili per chiarire il meccanismo catalitico di un 
enzima. Inoltre, molti inibitori di enzimi sono effica- 
ci agenti chemioterapici in quanto l’analogo «non na- 
turale» di un substrato può bloccare l’azione di uno 
specifico enzima. Per esempio, il metotrexato (chia- 
mato anche ametopterina) è chimicamente simile 
al diidrofolato. Il metotrexato si lega saldamente al- 
l’enzima diidrofolato reduttasi, impedendogli di 
espletare la sua normale funzione, la riduzione del 
diidrofolato a tetraidrofolato, un cofattore essen- 
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ziale nella biosintesi del precursore del DNA acido 
timidilico (paragrafo 26.4B). 


(o) 
Il 
Cc_ RBCRESEaZ0o: 


COOT 
(8) 
N° CH, NH 
La N vi H Diidrofolato 
H | Diidrofolato reduttasi 
î 
C—_ BREE 
COOT 
o / 
N CHo—NH 
HN I di; 
HgN hi N 4 H  Tetraidrofolato 
H 
î 
C_- NESTOR 
COOT 
NH, 
NZ Na CHo N 
L | CHy 
HoN Ny ue” 
Metotrexato 


I Diidrofolato reduttasi 
NESSUNA REAZIONE 


Le cellule che si dividono rapidamente, come quelle 
cancerose, che hanno una sintesi di DNA molto atti- 
va, sono molto più sensibili all’azione del metotrexa- 
to di quelle a crescita lenta, come quelle della mag- 
gior parte dei tessuti dei mammiferi. Il metotrexato, 
quindi, quando viene somministrato nelle opportu- 
ne dosi, uccide le cellule cancerose senza avvelenare 
letalmente le cellule dell’ospite. 


Lab 


lane 
pi ca 


atipici i i ata 


cai 


% 
sarà 


CEREA 


Lilian 


TRI 
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Gli inibitori enzimatici possono agire in modi mol- 
to diversi. In questo paragrafo discuteremo alcuni 
dei più semplici di questi meccanismi e vedremo i 
loro effetti sul comportamento cinetico degli enzimi 
che seguono il modello di Michaelis-Menten. 


A. Inibizione competitiva 


Un composto che compete direttamente con un 
substrato normale di un enzima per l’accesso al sito 
di legame viene chiamato inibitore competitivo. 
Questo tipo di inibitore di solito è molto simile al 
substrato per quella porzione che si lega in modo 
specifico al sito attivo dell’enzima e ne differisce per 
non essere reattivo. Il metotrexato quindi è un inibi- 
tore competitivo della diidrofolato reduttasi. Analo- 
gamente, la succinato deidrogenasi, un enzima del 
ciclo dell’acido citrico che converte il succinato in 
fumarato (paragrafo 19.3F), viene inibito competiti- 
vamente dal malonato, composto che ricorda strut- 
turalmente il succinato, che non può essere deidro- 
genato. 


009 = 


CHo Succinato deidrogenasi 
se EYU\MZN N A AREE MN) 


Succinato deidr i 
_Succinato deldrogenasi NESSUNA REAZIONE 


Malonato 


L'efficienza del malonato nell’inibire competitivamen- 
te la succinato deidrogenasi suggerisce che il sito che 
lega il substrato sull’enzima sia strutturato in modo 
da legare entrambi i gruppi carbossilici del substra- 
to, presumibilmente mediante l’influenza di due re- 
sidui carichi positivamente, posti nella posizione ap- 
propriata. 

. Il modello generale dell’inibizione competitiva ci 
è fornito dal seguente schema di reazione: 


k È 
E+S=>ES—> P+E 
+ ki 


I 


«fl 


EI+S —> NESSUNA REAZIONE 


In questo schema viene assunto che I, l’inibitore, si 
leghi reversibilmente all’enzima, si formi rapidamen- 
te l’equilibrio, sia valida la relazione 


e 


[ET] [13.32] 


I 


e il complesso enzima-inibitore EI sia cataliticamente 
inattivo. Un inibitore competitivo agisce quindi dimi- 
nuendo la concentrazione di enzima libero disponibi- 
le al legame del substrato. 

È opportuno, come abbiamo visto prima, esprime- 
re vo mediante entità facilmente misurabili; in que- 
sto caso [E]r, [S] e [I]. Possiamo iniziare, come nella 
derivazione dell’equazione di Michaelis-Menten, con 
l’espressione della distribuzione delle varie forme del- 
l’enzima, che in questo caso deve tener conto della 
presenza dell’inibitore. 


[Ely =[E]+([E]+ [ES] [13.33] 


La concentrazione di enzima può essere calcolata riar- 
rangiando l’equazione [13.17] in condizioni di stato 
stazionario: 


[13.34] 


La concentrazione di complesso enzima-inibitore si 
può calcolare riarrangiando l’equazione [13.32] e so- 
stituendo in essa l'equazione [13.34] 


[EM _Ky{ESID] 


[E]= 
Ki [S]K; 


[13.35] 


Sostituendo le ultime due nell’equazione [13.33], ot- 
teniamo 


K ba] 
Eb =(es]} —f|1+— 
'T ] IS] + ra +1 
che può essere riarrangiata a 
CES] = [Elz[S] 
Km +0) +[S] 


quindi, secondo l'equazione [13.22], la velocità ini- 
ziale viene espressa come 


k[El[S] 


[ 


Vo = k>[ES] = 
1+ Ta +[S] 


[13.36] 


Km 
I 
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Definendo poi 


= î n) [13.37] 
Ki 
e Vmax come nell’equazione [13.22], 
ps [13.38] 


Rw +(SÌ 


Questa è l’equazione di Michaelis-Menten in cui la 
Kw viene modulata da a, una funzione della concen- 
trazione dell’inibitore (e, secondo l’eguazione [13.37] 
deve sempre essere=1). Il valore di [S] quando 
Vo= Vmax/2 corrisponde quindi a @Ky. 


Va 

ata Aumentando 
a=1 (ne inibitore) , mM 
sii TTT 


2Ky 3Ky 


SÌ 
Figura 13.10 Grafico della velocità iniziale di reazione che segue 


l'equazione di Michaelis-Menten in funzione della concentrazione 
del substrato, in presenza di diverse quantità di un inibitore competitivo. 


4Kxy 


5Ky 


Figura 13.11 Grafico di Lineweaver-Burk 
dell’inibizione competitiva di un enzima che 
segue l'equazione di Michaelis-Menten (ri- 
portata nella Fig. 13.10). Notate che tutte 
le rette intersecano l’asse 1/v, a livello del- 
la Vmax 


La Fig. 13.10 mostra l’andamento iperbolico dell’e- 
quazione [13.38] a valori di a diversi. Notate che se 
[S] si avvicina a valori infiniti, v, diventa simile a 
Vinax per qualunque valore di a. Più grande è il va- 
lore di a e più elevata deve essere la concentrazione 
di [S] necessaria per poter raggiungere la Vmax 
Quindi l’inibitore non modifica il numero di turno- 
ver dell’enzima. Piuttosto, la presenza dell’inibitore 
ha l’effetto di rendere più diluito il substrato di quan- 
to sia in realtà oppure di aumentare la Ky a valori 
apparentemente superiori a quelli effettivi. Aumen- 
tando [S], si ha lo spostamento dell’equilibrio verso 
la formazione di [ES]. Esiste, quindi, una competizio- 
ne reale tra I ed S per il sito che lega il substrato 
sull’enzima; il legame di uno esclude il legame del- 
l’altro. 

Trasformando l’equazione [13.38] in forma di dop- 
pi reciproci, otteniamo 


[13.39] 


Vmax 


î | ky | dti 
_ (SE Va 


In un grafico, questa equazione rende una retta, la 
cui pendenza è @Km/Vmax, l’intercetta sull’asse 1/[SÌ] 
è — 1/aKy e l’intercetta sull’asse 1/v0 è 1/Vmax (Fig. 
13.11). Il grafico dei doppi reciproci per un inibitore 
competitivo, ripetuto a varie concentrazioni di I pre- 
senta un’unico punto di intersezione sull’asse 1/vo, 
corrispondente a 1/Vmaxi questo fatto è specifico per 
l’inibizione competitiva e può essere utilizzata per di- 
stinguerla da altri tipi di inibizione (vedi più avanti). 
Determinando il valore di a a concentrazioni 


1/00 
Aumentando 


WI 


Pa 


1/(S] 


ia 
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di substrato diverse, si può calcolare il valore di K; 
dall’equazione [13.37]. In questo modo, gli inibitori 
competitivi possono essere usati per studiare le ca- 
ratteristiche strutturali di un sito attivo. Per esem- 
pio, per stabilire l’importanza dei vari segmenti del- 
la molecola di ATP 


NH, 
N 
Trifosfato N | ) 
' ! Le 
! 0 o) Di 
IL Il Il Il l 
i AA e ro o 
1 1 1 1 
pio VR dere dol H H 
' Ù I ' H H 
I ' I ' 
1 tI 
i ; HO OH 
: È { Ribosio ) 
i AMP 
AAA. PINO 
i ADP ; 


per il legame al sito attivo di un enzima che lo utiliz- 
zi nella sua reazione, si può determinare la K; del- 
l’ADP, dell’AMP (l’adenosina monofosfato), del ribo- 
sio, dello ione trifosfato e così via. Poiché molti di 
questi componenti dell’ATP sono cataliticamente inat- 
tivi, gli studi di inibizione sono in grado di fornire 
informazioni rilevanti sul loro legame all’enzima. 

Se un inibitore si lega irreversibilmente all’enzi- 
ma, esso viene classificato come un inattivatore, co- 
me tutti gli agenti che in qualche modo inattivano 
un enzima. Gli inattivatori veri riducono i livelli ef- 
fettivi di [El a tutti i valori di [S]. I reagenti che mo- 
dificano specifici residui amminoacidici (Tabella 6.3) 
possono agire in questo modo. 


B. Inibizione incompetitiva 


Nell’inibizione incompetitiva, l’inibitore si le- 
ga direttamente al complesso enzima-substrato, ma 
non all’enzima libero: 


ki kg 


sn ai 
-1 
+ 


I 


Ki | 


ESI —> NESSUNA REAZIONE 


La tappa di legame dell’inibitore, che ha la costante 
di dissociazione pari a 
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[ESII] 


Kia 
tres] 


[13.40] 


viene considerata all’equilibrio. Il legame dell’inibi- 
tore incompetitivo, che non necessariamente deve es- 
sere simile al substrato, può causare una distorsione 
strutturale del sito attivo, rendendo l’enzima cataliti- 
camente inattivo. (Se l’inibitore si legà soltanto al- 
l'enzima, può causare questo effetto senza modifica- 
re l’affinità per il substrato.) 

L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione in- 
competitiva, che viene derivata nell’Appendice B di 
questo capitolo, è 


__VmazlS] 
Ci La ‘[S] [13.41] 
dove 
a’'=1+ tI] [13.42] 
Ki 


Analizzando questa equazione, si può osservare che 
ad alti valori di [S], v, si avvicina asintoticamente 
A Vmax/o' e quindi, al contrario di quanto accade 
nell’inibizione competitiva, gli effetti dell’inibizione in- 
competitiva sulla Vmax non sono annullati da un au- 
mento della concentrazione del substrato. A bassa con- 
centrazione di substrato, quando [S]& Kw, l’effetto 
di un inibitore incompetitive diventa trascurabile; an- 
cora una volta il comportamento è l’opposto di quel- 
lo osservato nell’inibizibne competitiva. 

Quando viene trasformata nella forma di doppio 
reciproco, l’equazione [13.41] diventa 


sla 

Vo. Vax / SÌ Vmax 
Il grafico di Lineweaver-Burk per l’inibizione incom- 
petitiva produce una linea retta, con una pendenza 
pari a Km/Vmax (come nella reazione non inibita) e 
con le intercette sugli assi 1/v, e 1/[S] corrispondenti 
rispettivamente a @’/Vmax e —@’/Kw. Effettuando 
una serie di grafici di Lineweaver-Burk a concentra- 
zioni di inibitore incompetitivo diverse si otterrà un 
gruppo di linee parallele (Fig. 13.12). Questa caratte- 
ristica consente di identificare l’inibizione incompeti- 
tiva. 

Nell’inibizione incompetitiva è necessario che l’ini- 
bitore modifichi la funzione catalitica dell'enzima, 
ma non il suo legame al substrato. Per gli enzimi 
a singolo substrato è difficile immaginare come ciò 
possa avvenire se non con inibitori molto piccoli, co- 


[13.43] 
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Figura 13.12 Grafico di Lineweaver- 
Burk per un enzima che segue l’equa- 
zione di Michaelis-Menten, in presen- 
za di un inibitore incompetitivo. No- 
tate che tutte le linee hanno un’iden- 
tica pendenza, corrispondente a 


KW/Vmax- 


o'/ Ku 


me i protoni (paragrafo 13.4) oppure gli ioni metalli- 
ci. Come vedremo nel paragrafo 13.5C, l’inibizione 
non competitiva è importante per gli enzimi multi- 
substrato. 


C. Inibizione mista 
Se sia l'enzima che il complesso enzima sub- 


strato legano l’inibitore, si può applicare il seguente 
modello: 


e+s7È5s dA P+E 
+ + 
I I 
kg 
EI EI —> NESSUNA REAZIONE 


Si assume che entrambe le tappe di legame dell’ini- 
bitore siano all’equilibrio, ma abbiano diverse costanti 
di equilibrio: i 


_EM_,,_ ESM 


I TESI] [13.44] 


Questo fenomeno è anche conosciuto come inibizio- 


ne mista. Presumibilmente un inibitore misto si le- 
ga ai siti dell'enzima che partecipano sia al legame 
del substrato, sia alla catalisi. 

L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione 
mista, che viene derivata nell’Appendice C di questo 
capitolo, è 


1/00 


Aumentando 


mM 


a=1 (no inibitore) 


Pendenza = Kg Vmax 


1/1S] 


E [13.45] 
aK .M ta s [SÌ 

dove a e a’ sono definiti rispettivamente nelle equa- 
zioni [13.37] e [13.42]. Si può osservare dall’equazio- 
ne [13.45] che il nome «inibizione mista» deriva dal 
fatto che al denominatore è presente il fattore a che 
moltiplica Ky, come nell’inibizione competitiva 
(equazione [13.38]), e il fattore a’ che moltiplica [SI, 
come nell’inibizione incompetitiva (equazione [13.41)). 
Gli inibitori misti sono quindi efficaci sia a bassa che 
ad alta concentrazione di substrato. 

L’equazione di Lineweaver-Burk per l’inibizione mi- 
sta è 


ue (ct LI [13.46] 
Vo Vmax [s] Vmax 
Questa equazione descrive una linea retta che ha co- 
me pendenza aKy/Vmax € un’intercetta sull'asse 1/V, 
pari a @/Vmax e um’intercetta sull’asse 1/[S] corri- 
spondente a —@//aKy (Fig. 13.13). Manipolazioni al- 
gebriche dell’equazione [13.46] usando diversi valori 
di concentrazione di [I] rivelano che si possono ottene- 
re una famiglia di linee rette che si intersecano a 
sinistra dell’asse 1/v, (Fig. 13.13); nel caso particola- 
re che K; sia uguale a K{ "a =’) l’intersezione av- 
viene sull’asse 1/[S]. (Di solito questo particolare tipo 
di inibizione mista viene chiamato inibizione non 
competitiva; in questo caso i termini a e a’ sono 
uguali e quindi le rette ottenute a diverse [I] si inter- 
secano tutte in un solo punto posto sull’asse 1/[S] e 
corrispondente a —1/Kw.) 

Nella Tabella 13.2 sono riassunte le caratteristiche 


aa) 
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Figura 13.13 Grafico di Lineweaver-Burk 
per un enzima che segue l'equazione di 
Michaelis-Menten in presenza di un ini- 


1-a_,_a-0 
(a - 1) Ky (C-1)Vma 
dI 


1/00 


Aumentando 
IU) 
x 


C'/Vax 
a=a’=1 (nessun 
inibitore) 


bitore misto. Notate che tutte le linee si DI 
intersecano alla sinistra dell'asse 1/v,. Le —— bf 

coordinate di questo punto di intersezio- 
ne sono riportate tra parentesi nella figura. 


Nessuna Vmax Ku 

Competitiva Vnax aKy 
Incompetitiva Vnax2' Kyla' 
Mista Vmax/o” Kyla' 


*a=14+ 0 e e=1+ MM 
Ki KI 


principali dei tre tipi di inibizione prima discussi per 
enzimi che seguono il modello di Michaelis-Menten. 
Le entità KîPP e VSPE rappresentano i valori apparen- 
ti di Ky e di Vmax; quando queste grandezze vengo- 
no valutate in presenza di inibitore, usando le op- 
portune equazioni dettate dal modello di Michaelis- 
Menten. 


4. EFFETTO DEL pH 


Gli enzimi, essendo proteine, hanno proprietà 
che possono essere influenzate dal pH. La maggior 
parte delle proteine sono infatti attive solo in un pic- 
colo ambito di pH, di solito tra 5 e 9. Questo è il risul- 
tato dell’effetto del pH su una combinazione di fatto- 
ri: (1) il legame del substrato all’enzima, (2) l’attività 


1/IS] 


catalitica dell'enzima, (3) la ionizzazione del substra- 
to e (4) la variazione della struttura dell’enzima (di 
solito significativa solo a pH estremi). 


Dipendenza dal pH degli enzimi 
che seguono il modello di Michaelis-Menten 


Le curve delle velocità iniziali per molte rea- 
zioni enzimatiche misurate in funzione del pH mo- 
strano un andamento a campana (come esempio, ve- 
di Fig. 13.14). Queste curve riflettono la ionizzazione 
di alcuni residui amminoacidici che devono essere 
in un particolare stato di ionizzazione per l’attività 
enzimatica. Il seguente modello può spiegare questi 
effetti del pH. 


E ES 
calli rifl 

EH +53 ESH —> P + EH 
Kei || 8* Kssi || 8* 

EH} ESH5 


In questo modello a singolo substrato senza reversi- 
bilità, si assume che siano cataliticamente attivi sol- 
tanto EH ed ESH. 
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Vo 


Figura 13.14 Effetto del pH sulla velocità iniziale della reazione cata- 
lizzata dall'enzima fumarasi. [Fonte: TANFORD, C., Physical chemistry 
of macromolecules, p. 647, Wiley, 1961.) 


log Vmax 


pKei pKe2 PK£so 


pH 


PKesi 


Figura 13.15 Dipendenza dal pH di (a) logW'max € (5) log(V'madK"Mm) 
che mostra come i valori delle costanti molecolari di ionizzazione 
possono essere determinate per estrapolazione sul grafico. 


L’equazione di Michaelis-Menten per questo model- 
lo, che è stata derivata nell’ Appendice D, è 


Mao 


Pe [13.47] 
Kx+[S] 


(e) 


I parametri apparenti vengono qui definiti come 


Virax= Vmax/ff e  KM=KMm(f/fd) 


© 88-08-10538-5 


dove 
[H*] Kea 
= +1+ 
fi Kei” [H+] 
[H+] Kesz 
se 1+ 
f Kesi [H+] 


@ Vmax € Kw si riferiscono alle forme attive dell’en- 
zima, EH ed ESH. Notate che ad ogni dato pH, l’equa- 
zione [13.47] si comporta come una semplice equa- 
zione di Michaelis-Menten, ma a causa della dipen- 
denza dal pH di fi e di fr, v, varia con il pH in quel 
tipico modo che ricorda la forma di una campana 
(Fig. 13.14). 


Misura delle costanti di ionizzazione 


Le costanti di ionizzazione di un enzima com- 
prese nell’equazione [13.47] possono essere calcolate 
dall’analisi delle curve di logVinax in funzione del 
pH, che sono in grado di fornirci i valori di Kesi e 
di Krss (Fig. 13.15a), e delle curve di log(Vmax/KM 
in funzione del pH, che invece ci consente di avere 
i valori di Kg e di Kg. (Fig. 13.15b). È possibile de- 
terminare i parametri di Michaelis-Menten ad una 
serie di pH diversi. 

I valori di pK’ sono spesso indicativi dell’identità 
dei residui amminoacidici essenziali per l’attività en- 
zimatica. Per esempio, un pK’ misurato di circa 4 
suggerisce che sia essenziale per l'enzima un resi- 
duo di Asp o di Glu. Analogamente, un pK'‘ di circa 
6 fa pensare al coinvolgimento di un residuo di isti- 
dina, mentre uno di 10 ad un residuo di lisina. Però, 
un dato gruppo acido-base può modificare il suo va- 
lore di pK’ anche di alcune unità di pH sotto l’in- 
fluenza elettrostatica di gruppi carichi vicini oppure 
se posto in prossimità di regioni a bassa polarità. Per 
esempio, il gruppo carbossilico dissociato di un resi- 
duo di glutammato che forma un ponte salino con 
un residuo di lisina viene stabilizzato dalla vicinanza 
della carica positiva e quindi ha un valore di pK più 
basso di quanto abbia in condizioni normali; come 
conseguenza è più difficile protonarlo. Un gruppo 
carbossilico inserito invece in una regione a bassa 
polarità è meno acido in quanto attrae i protoni più 
fortemente di quanto faccia in un ambiente più pola- 
re. Il valore di pK valutato cineticamente di un parti- 
colare amminoacido può di conseguenza essere di- 
verso dal valore osservato con altri tipi di misura, 
come ad esempio l’uso di reagenti gruppo-specifici 
per inattivare un residuo che si pensa sia essenziale 
(paragrafo 6.2). 


BU LIL IE. 


Li 
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5. REAZIONI A DUE SUBSTRATI — 


Abbiamo fino ad ora preso in considerazione 
reazioni con enzimi che riconoscono un solo substra- 
ti. Le reazioni enzimatiche che coinvolgono due sub- 
strati e formano due prodotti 


E 
A+B==P+Q 


rappresentano circa il 60% delle reazioni biochimi- 
che conosciute. 

Quasi tutte queste reazioni chiamate a due sub- 
strati oppure bisubstrato sono reazioni di trasfe- 
rimento, in cui l'enzima catalizza lo spostamento 
di un gruppo funzionale specifico, X, da uno dei sub- 
strati all’altro: 


E 
P_X+B==P+B-X 


oppure reazioni di ossido-riduzione, in cui vengono 
trasferiti equivalenti riducenti tra i due substrati. 

Per esempio, l’idrolisi di un legame peptidico da 
parte della tripsina risulta, in effetti, il trasferimento 
del gruppo carbonilico del legame peptidico dall’ato- 
mo di azoto dello stesso legame peptidico all’acqua 
(Fig. 13.160). 

Nella reazione dell’alcol deidrogenasi (paragrafo 
12.2A), viene trasferito formalmente uno ione idru- 
ro dall’etanolo al NAD* (Fig. 13.16b). Anche se que- 
ste reazioni a due substrati possono avvenire in linea 
di principio mediante una grande varietà di mecca- 
nismi, ne è stato osservato nella realtà solo un nume- 
ro piuttosto limitato. 


(a) 
(0) (o) 
Il _ Tripsina Il = + 
Ri-_C-NH—R, + H20 R,_C-0 +H;N-R, 
Polipeptide 
(b) 
H Alcol (0) 


Ì deidrogenasi 
CH3-C- 0H + NAD' = 


H de 


Il 
CH;— CH + NADH 


Figura 13.16 Alcune reazioni a due substrati (bisubstrato): (a) Nella 
reazione di idrolisi di un legame peptidico catalizzata dalla tripsina, 
il gruppo carbonilico del legame peptidico, e ovviamente tutta la ca- 
tena polipeptidica che lo precede, viene trasferito dall’atomo di azoto 
a una molecola di acqua. (b) Nella reazione dell’alcol deidrogenasi, 
viene trasferito formalmente uno ione idruro dall’etanolo al NAD*. 
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A. Terminologia 


Potremo utilizzare il sistema di nomenclatura 
introdotto da W.W. Cleland per indicare le reazioni 
enzimatiche: 


Li 


I substrati sono indicati con le lettere A, B, C e 
D nell’ordine con cui essi si legano all’enzima. 
I prodotti sono indicati con le lettere P, Q, R, e 
S nell’ordine cof cui essi lasciano l’enzima. 

3. Le forme enzimatiche stabili sono indicate con E, 
F e G; E rappresenta l’enzima libero, se è possibi- 
le fare una simile distinzione. Una forma enzima- 
tica stabile viene definita come quella che è di 
per sé incapace di convertirsi in un’altra forma 
stabile (vedi più avanti). 

4. Il numero dei reattanti e dei prodotti in una data 
reazione viene specificato, secondo l’ordine pri- 
ma i substrati e poi i prodotti, dai termini Uni 
(uno), Bi (due), Ter (tre) e Quater (quattro). Una 
reazione con un substrato e con tre prodotti vie- 
ne indicata come reazione Uni Ter. In questo pa- 
ragrafo vedremo e studieremo le reazioni con due 
substrati, che formano due prodotti, cioè le rea- 
zioni Bi Bi. Teniamo presente però che esistono 
numerosi esempi di reazioni anche molto più com- 
plesse. 


DN 


I tipi di reazioni Bi Bi 


Le reazioni di trasferimento di gruppo cataliz- 
zate da enzirni possono essere suddivise in due gran- 
di classi: Col 


1. Reazioni sequenziali i 

Le reazioni in cui tutti i substrati si devono legare 
all’enzima prima che avvenga la trasformazione 
chimica e che i prodotti vengano rilasciati, sono 
chiamate reazioni sequenziali. Esse sono carat- 
terizzate dal fatto che il gruppo che deve essere 
trasferito, X, viene spostato direttamente da A 
(=P-X) a B pé& formare P e Q(=B- X). Queste 
reazioni sonò. note anche come reazioni a sin- 
golo spostamento. 

Le reazioni sequenziali possono essere sottoclas- 
«sificate sulla ‘base dell’ordine di legame dei sub- 
strati all’enzima. Quelle che hanno un preciso or- 
dine di ingresso dei substrati hanno un meccani- 
smo ordinato, mentre quelle che non presenta- 
no nessuna preferenza per l’ordine di legame dei 
substrati, possiedono un meccanismo casuale. 
Nel meccanismo ordiriato, il legame del primo sub- 
strato è apparentemente necessario per formare 
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il sito di legame del secondo substrato, mentre 
nel meccanismo casuale, entrambi i siti di lega- 
me sono sempre presenti sull’enzima libero. 

Proviamo ora a descrivere le reazioni enzimati- 
che usando la nomenclatura di Cleland. L’enzima 
viene rappresentato da una linea orizzontale ed 
il legame successivo dei substrati e il rilascio dei 
prodotti viene indicato da frecce verticali. Le for- 
me enzimatiche sono poste sotto la linea e le co- 
stanti di velocità, se note, sono alla sinistra della 
freccia o sopra la linea della reazione. Una rea- 
zione Bi Bi ordinata viene rappresentata in que- 
sto modo: 


EAB k_3 EPQ EQ E 


E EA 


dove A e B sono detti rispettivamente substrato 
primario e substrato secondario. In questo mo- 
dello vengono forniti solo dettagli minimi sulle 
interconversioni delle forme enzimatiche inter- 
medie in quanto, come abbiamo visto per le rea- 
zioni reversibili a singolo substrato catalizzate en- 
zimaticamente, le misure cinetiche allo stato sta- 
zionario non sono in grado di fornire informa- 
zioni sul numero di intermedi in una data tappa 
della reazione. Molte delle deidrogenasi NAD* e 
NADP* dipendenti seguono un meccanismo Bi Bi 
ordinato in cui il coenzima è il reagente (substra- 
to) primario. 

Una reazione Bi Bi casuale viene descritta in 
questo modo: 


Alcune deidrogenasi e chinasi operano median- 
te meccanismi Bi Bi casuali. 
Reazioni a ping pong 
I meccanismi con cui uno o più prodotti vengono 
rilasciati prima che tutti i substrati si siano legati 
all’enzima sono noti con il nome di meccanismi 
a ping pong. Le reazioni Bi Bi a ping pong 
vengono rappresentate in questo modo 
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E EA-FP F FB-EQ E 


In questo schema un gruppo funzionale X del primo 
substrato A (=P—X) viene rimosso dal substrato da 
parte dell’enzima E e si forma il primo prodotto P 
e una forma enzimatica stabile F (=E-X) in cui X 
è saldamente legato (spesso covalentemente) all’enzi- 
ma (fase ping). Nella seconda parte della reazione, 
X viene di nuovo spostato dall’enzima al secondo sub- 
strato B per formare il secondo prodotto Q(=B-X), 
rigenerando conseguentemente la forma originale del- 
l'enzima, E (fase pong). 

Queste reazioni sono pure chiamate reazioni a 
doppio spostamento. Notate che nelle reazioni Bi 
Bi a ping pong, i substrati A e B non si incontrano 
mai sulla superficie dell’enzima. Molti enzimi, com- 
prese la chimotripsina (paragrafo 14.3), le transami- 


nasi e alcune flavoproteine, reagiscono secondo mec- 


canismi a ping pong. 


B. Equazioni di velocità 


Le misure cinetiche allo stato stazionario pos- 
sono essere usate per distinguere i vari meccanismi 
a due substrati citati. Per poter fare ciò, è necessario 
per prima cosa derivare le loro equazioni di velocità. 
Si procede approssimativamente come per le reazio- 
ni a singolo substrato catalizzate da un enzima, cioè 
risolvendo allo stesso tempo un gruppo di equazioni 
lineari ottenute da un’equazione che esprime la con- 
dizione di stato stazionario per ogni complesso enzi- 
matico cineticamente distinto, più un’equazione che 
rappresenta la distribuzione delle varie forme enzi- 
matiche. 

‘Ovviamente, tutto ciò è molto più complesso per 
gli enzimi a due substrati che non per quelli a singo- 
lo substrato. 

Le equazioni di velocità per i meccanismi a due 
substrati sopra descritti sono riportati più sotto in 
forma di doppi reciproci. 


Bi Bi ordinato 


K3K%; 
VmaxLA[B] 


1 1 Kî; 


=—_—+_—t_ 


Ria 


13.48] 
VoraslB] 


DE) 


dI 
à 


i 


È 
— 
von 
bs 
Li 
‘A 
; 


Velocità delle reazioni enzimatiche 393 


© 88-08-10538-5 


Equilibrio Bi Bi casuale rapido 


L’equazione di velocità per una reazione generale 
Bi Bi casuale è complicata. Nel caso speciale che i due 
substrati siano in un equilibrio rapido e indipenden- 
te con l’enzima, l’interconversione tra EAB e EQP 
diventa la tappa limitante della velocità e l’equazio- 
ne della velocità iniziale viene ridotta in una forma 


+ relativamente più semplice. Questo meccanismo è no- 


to come l’equilibrio Bi Bi casuale rapido: 


1 A, Reku_ , Ku, KSKk_ 11349 
Vo Vmax VmaxKs[A] VmaxlB] Vmax[A.J[B] 
Bi Bi a ping pong 


Significato fisico dei parametri cinetici 
delle reazioni a due substrati 


[318]I parametri cinetici nelle equazioni che descri- 
vono le reazioni a due substrati hanno significati si- 
mili a quelli presenti nelle equazioni per le reazioni 
a singolo substrato. Il termine Vmax è la velocità mas- 
sima dell’enzima ottenuta quando A e B sono pre- 
senti a concentrazioni saturanti, Kf; e Kf;sono le ri- 
spettive concentrazioni di A o di B con cui si ottiene 
1/2Vmax, in presenza della concentrazione saturan- 
te dell’altro substrato, e K$ e K? sono le costanti di 
dissociazione di A e di B dall’enzima, E. 


C. Discriminazione tra i meccanismi 
a due substrati : 


È possibile discriminare tra i meccanismi a ping 
pong e quelli sequenziali sulla base delle loro pro- 
prietà contrastanti nel grafico lineare del tipo di 
Lineweaver-Burk. 


Grafico per l’identificazione delle reazioni Bi Bi 
a ping pong 


[520] Un grafico di 1/v, in funzione di 1/[A] a [B] 
costante usando l’equazione [13.50], da una linea ret- 
ta con una pendenza pari a Kf}/Vmax € un’intercetta 
sull’asse 1/v, corrispondente agli ultimi due termi- 
ni dell’equazione [13.50]. Poiché la pendenza è indi- 


Aumentando [B] 
{che è costante in 


(a) 1/0, ogni singola retta) 


Pendenza =.Kji! Virna. 


vr 


1, Fh_ 


Intercetta = 
Vmax[B] 


Vmax 


:0 1/ [A] 


Aumentando [A] 
(che è costante in 
ogni singola retta) 


4 


Pendenza= KS, / Via È 


1, Ki 
Vmax[A] 


Intercetta = 
Vmax 


(e) 1/ [B] 


Figura 13.17 Grafico dei doppi reciproci per una reazione enzimatica 
con un meccanismo Bi Bi a ping pong. (a) Grafico di 1/v, in funzio- 
ne di 1/[A] a diverse concentrazioni di B. (6) Grafico di 1/v, in fun- 
zione di 1/[B] a diverse concentrazioni di A. 


pendente da [B], questo grafico effettuato a concen- 
trazioni di [B] diverse darà origine ad una serie di 
linee parallele (Fig. 13.17). 

Un grafico di 1/v, in funzione di 1/8] a diversi va- 
lori di [A] darà pure origine ad una serie di linee 
parallele. Queste linee parallele sono tipiche di un mec- 
canismo a ping pong. 


Grafico per l’identificazione delle reazioni Bi Bi 
sequenziali 


Le equazioni che rappresentano i meccanismi 
Bi Bi ordinati (equazione [13.48]) ed i meccanismi con 
equilibrio Bi Bi casuale rapido (equazione [13.49] han- 
no una dipendenza funzionale da [A] o da [B] identica. 
L’eduazione [13.48] può essere riarrangiata a 


KSK3; 


1+_— Ti 


Ki[B] 


1 1 


[A] Vmax 


A_IÉ 
Vo Vmax 


Quindi, mettendo in grafico 1/v, in funzione di 1A] 
a [B] costante si ottiene una linea retta con un’inter- 


[522][523] 
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Aumentando [B] 
(a) (che è costante in 
ogni singola retta) 
1/00 Pa ° 


gi Kè KM gi 
Pendenza = —_fL_ Fo 
EA hi 


a 1+58, [B 
Intercetta sE TULICI 
#S Vmax 


0 1/ [A] 


Aumentando [A] 
(6) (che è costante in 
ogni singola retta) 


1/ Vo a 3 


Kè KÎ 
V+/a ea 7 \ di 
Pendenza=——lL 


Vmax 


“intercetta= 


max 


0 1/ [B] 


Figura 13.18 Grafico dei doppi reciproci di una reazione enzimatica 
con un meccanismo sequenziale Bi Bi. (a) Grafico di 1/v, in funzio- 
ne di 1/[A] a diverse concentrazioni di B. (b) Grafico di 1/v, in fun- 
zione di 1/[B] a diverse concentrazioni di A. Grafici analoghi per rea- 
zioni Bi Bi casuali a rapido equilibrio hanno andamenti simili; le loro 
linee rette si intersecano tutte alla sinistra dell'asse 1/vo. 


cetta sull’asse 1/v, corrispondente al secondo termi- 
ne dell’equazione [13.51] (Fig. 13.180). Alternativa- 
mente, l'equazione [13.481 può essere riarrangiata a 
Fassi 


1° K stzg 
[BI Vmax 


Vo Vmax 


K$ 
[A] 


Kîi 


1 
TAI 


[13.52] 


che determina un grafico lineare di 1/v, in funzio- 
ne di 1/[B] a concentrazione costante di A, con una 
pendenza pari al coefficiente di 1/[B] nell’equazione 
[13.52] (Fig. 13.18b). La proprietà caratteristica di que- 
sti grafici, che è tipica dei meccanismi sequenziali, 
è data dal fatto che le linee si intercettano a sinistra 
dell’asse 1/vo. 


1+5/ [A] 
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Discriminazione tra meccanismi sequenziali 
casuali e ordinati 


[522 ]I meccanismi Bi Bi ordinati possono essere spe- 
rimentalmente distinti da quelli casuali mediante stu- 
di di inibizione da prodotto. Se viene aggiunto al- 
la miscela di reazione solo uno dei prodotti della rea- 
zione, P o Q, la reazione inversa non può avvenire. 
Legandosi però all’enzima, questo prodotto inibirà 
la reazione nella direzione normale. Per una reazio- 
ne Bi Bi ordinata, Q(=B—-X, il secondo prodotto ad 
essere rilasciato) compete direttamente con 
A (=P-X, il substrato primario) per il legame al- 
l'enzima E e quindi diventa un inibitore competitivo 
di A quando [B] viene mantenuta costante (la presen- 
za di X in Q=B-X interferisce con il legame di 
A=P-X). Poiché B si combina con EA e non con 
E, Qè un inibitore misto di B, quando [A] è costante 
(Q interferisce con il legame di B all’enzima e con 
la catalisi della reazione). Allo stesso modo, P, che 
si combina soltanto con EQ, è un inibitore misto di 
A, quando [B] è mantenuta costante, e di B, quando 
[A] è costante. Al contrario, in una reazione Bi Bi 
a rapido equilibrio, poiché entrambi i substrati e i 
prodotti possono legarsi direttamente ad E, sia P che 
Q sono inibitori competitivi di A quando [B] è co- 
stante e di B quando [A] è costante. Queste inibizioni 
da prodotto sono riportate nella Tabella 13.3. 


D. Scambio isotopico 


[523 | Le conclusioni sui meccanismi enzimatici basa- 
te soltanto sulle analisi cinetiche sono piene di incer- 
tezze e di solito sono rese confuse dall’inaccuratezza 
dei dati sperimentali. Un particolare meccanismo di 
un enzima è quindi più facilmente credibile se può 
essere suffragato anche da criteri sperimentali diversi 
dall’analisi cinetica. 

I meccanismi a due substrati sequenziale (singolo 
spostamento) e a ping pong (doppio spostamento) pos- 
sono essere differenziati anche mediante studi di 


scambi isotopici. Le reazioni di doppio spostamen-. 


to sono in grado di scambiare un isotopo dal primo 
prodotto P indietro al primo substrato A, in assenza 
del secondo substrato. Consideriamo una reazione 
complessiva a ping pong catalizzata dall’enzima E 
a due substrati 


P_x+B&>p+ B_--X 


in cui, come al solito, A=P-X, Q=B-XeXèil 
gruppo che viene trasferito da un substrato all’altro 
nel corso della reazione. In assenza di B, può avveni- 


LIL 
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ca q 


orali Mit 


Prodotto inibitore 


Meccanismo A variabile B variabile 
Bi Bi ordinato P Misto Misto 
Q Competitivo Misto 
Bi Bi casuale a rapido equilibrio P Competitivo Competitivo 
Q Competitivo Competitivo 


re solo la prima parte della reazione. Se viene ag- 
giunta alla miscela di reazione una piccola quantità 
di P marcato con un isotopo, indicato con P*, nella 
reazione inversa si formerà P*—X: 


E+P-X >E-X+P 
E-X+P* > E+P*-X 


Direzione normale 
Direzione inversa 


cioè avverrà uno scambio isotopico. 

Al contrario, consideriamo ora la prima tappa di 
una reazione sequenziale. Qui si forma un comples- 
so non covalente enzima substrato: 


E+P_X > E-P-X 


L’aggiunta di P* non determina uno scambio isotopi- 
co, in quanto durante la formazione di E-P— X non 
si ha la rottura di un legame covalente, cioè non si 
ha rilascio di P dall’enzima e quindi non si ha la pos- 
sibilità di scambiarlo con P*. La dimostrazione di uno 
scambio isotopico per un enzima a due substrati è, 
di conseguenza, una prova sperimentale convincen- 
te a favore di un meccanismo a ping pong. 


Lo scambio isotopico nella saccarosio fosforilasi 
e nella maltosio fosforilasi 


Gli enzimi saccarosio fosforilasi e maltosio 
fosforilasi sono un chiaro esempio di reazioni di 
scambio isotopico catalizzate enzimaticamente. La sac- 
carosio fosforilasi catalizza la reazione complessiva 


Glucosio—fruttosio + fosfato 
. Saccarosio I 


Glucosio-1-fosfato + fruttosio 


Se l’enzima viene incubato con saccarosio e con 
fruttosio marcato con un isotopo in assenza di fo- 
sfato, si osserva che la marcatura passa nel sac- 
carosio: 


Glucosio— fruttosio + 
Saccarosio | 


Glucosio— + fruttosio 


Nella reazione inversa, se l'enzima viene incubato 
con glucosio-1-fosfato e con fosfato marcato con 3?P, 
la radioattività verrà ritrovata nel glucosio-1-fosfato: 


Glucosio-1-fosfato + 


e 


Glucosio-1- + fosfato 
Queste osservazioni indicano che si forma un com- 
plesso piuttosto saldo glucosil-enzima con contempo- 
raneo rilascio di fruttosio, stabilendo che la saccaro- 
sio fosforilasi utilizza un meccanismo a ping pong. 
Questa conclusione è stata ulteriormente confermata 
dall’isolamento e dalla caratterizzazione del complesso 
glucosil-enzima. 

L’enzima maltosio fosforilasi catalizza una reazio- 
ne complessiva simile: 


i Glucosio—glucosio + fosfato 
Maltosio È 


Glucosio-1-fosfato + glucosio 


Al contrario della saccarosio fosforilasi, questo enzi- 
ma non catalizza uno scambio isotopico tra il 
glucosio-1-fosfato e [*°P]fosfato oppure tra maltosio 
e ['*CIglucosio e non è mai stato identificato un com- 
plesso glucosil-enzima. Questi risultati stanno ad in- 
dicare che la maltosio fosforilasi ha un meccanismo 
di tipo sequenziale. 
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Derivazione delle varianti dell’equazione di Michaelis-Menten 
A. L’equazione di Michaelis-Menten per le reazioni reversibili - 
Equazione [13.30] 


[525 ] La distribuzione delle varie forme di enzima in una reazione reversibi- 
le con un intermedio (paragrafo 13.2C) è 


[Ely = [E]+ [ES] [13.A1] 
La condizione di stato stazionario è 


"a = k[EXS]+k-[E][P]-—(K_1+k2[ES]=0 [13.42] 


così che 


k_1+ ks 
El=\|-—_-—-—-—"-|[ES 13.A3 


Sostituendo questo risultato nell’equazione [13.A1] otteniamo 


k_i+ka 
Eh=|{-—-®—+1|(ES] [13.A4] 
LE dr 
La velocità della reazione è espressa da 
v= AE 4 fENSI- k_sDES] [13.45] 


che può essere combinata con l'equazione [13.A3] per dare 


= | ElSI&_1+ka) _ 
k[S]1+k_2(P] 


che a sua volta può essere combinata con l'equazione [13.A4] per dare 


k 


AT 
-1+k2+k[S]+k_2{P] | [13.A7] 


Dividendo il numeratore e il denominatore di questa equazione per 
(K_1+ ko) otteniamo 


[Elr [13.A8] 


ki k_3 
TwA (Sh Si lt 


Se poi definiamo i seguenti pàrametri come abbiamo fatto con le costanti 
dell’equazione di Michaelis-Menten (equazioni [13.23] e [13.21]), 


kl [ES] [13.46]. 
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| 
di 
Vas = k>[Elr Vinax = k par [Eh 

k_+k k_+ka | 

ritto gn 

ki k_ 2 


otteniamo l'equazione di Michaelis-Menten per una reazione reversibile con 
un solo intermedio: 


VinazlS]  VinaxlP] 


Ki; Ki; 

va t_t_ [13.30] 
[sì [Pl 
dtt 
Ka Km 


B. L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione incompetitiva - 
Equazione [13.41] ti 


Per l’inibizione incompetitiva (paragrafo 13.3B), l’inibitore si lega al 
complesso di Michaelis con una costante di dissociazione pari a 


[ESIO] 
Ki=-—— 13.A 
1 [es] IA 

La distribuzione delle forme enzimatiche è 
[Elr=[E]+ [ES] +[ESI] [13.410] È 

Sostituendo nelle equazioni [13.34] e [13.39] 
Ki t] VERI 
[El =[ES]| +1+—— 13.A11 ini 
Li [S] nn) L 1 I 


definendo a’ come è avvenuto nell’equazione [13.37] 
a'=1+ [13.A12] 


e rispettivamente vo € Vmax come nelle equazioni [13.22] e [13.23] 


vo= k2[ES]= rave [13.A13] 


che dopo arrangiamento diventa l'equazione di Michaelis-Menten per l’inibi- 
zione incompetitiva: 


__ VmaglS! 
Carro [13.41] 


Il Î 


398 Capitolo 13 


_ T_ m—————__ — —___—m— — —m mÒm_——_+_ TT — creee@MWe@ee nre e XV YTT__ 
© 88-08-10538-5 


Velocità delle reazioni enzimatiche 399 


e eee eee e ee e IL _ _ tte 


© 88-08-10538-5 


C. L’equazione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista - 
Equazione [13.45] 


Nell’inibizione mista (paragrafo 13.3C), le diverse tappe di legame del- 
l’inibitore hanno diverse costanti di dissociazione: 


IE, ,_(ESONI 


“Elo © [esi] ai 


Ki 


(Per semplicità, stiamo qui facendo un’assunzione termodinamicamente non 
corretta e cioè che EI non possa reagire con S per formare ESI. Se includiamo 
anche questa reazione, la derivazione dell’equazione diventa molto più com- 
plessa di quella riportata qui, ma i risultati sono sostanzialmente gli stessi.) 
La distribuzione delle varie forme enzimatiche in questa reazione è 


[E}y =[E]+ [EI]+([ES]+[ESI] [13.A15] 
e sostituendola nell’equazione [13.A14] 


È pui DI 
[Elr=[E] î + sa +[ES] (i + n) [13.416] 


Definendo rispettivamente a e a’ come nell’equazione [13.38] e [13.A 12], l’e- 
quazione [13.A16] diventa 


[El = [Ele +[ESla' [13.A17] 


Sostituendola poi nell’equazione [13.34] 


[Elr=[ES] [ae +a’ [13.A18] 


Definendo v, € Vmax come nelle equazioni [13.22] e [13.23] abbiamo l’equa- 
zione di Michaelis-Menten per l’inibizione mista: 


___ Vinesl8] 
aKm +a' [SÌ 


x 
o 


[13.45] 


D. L’equazione di Michaelis-Menten per gli enzimi ionizzabili - 
Equazione [13.47] 


[528] Nel modello presentato nel paragrafo 13.4 per spiegare l’effetto del 
pH sugli enzimi, le costanti di dissociazione per le ionizzazioni sono: 


SFEMIETI _IHtIES-] 
© [EH] E° [SH] 

_[A+IEH] me [H+I[ESH] [13.419] 
© [eHz] 51° lesHs] 


La protonazione e la deprotonazione sono tra le reazioni più veloci e quindi, 
con l’eccezione di alcuni enzimi con un numero di turnover estremamente 
elevato, si può ragionevolmente assumere che tutte le reazioni acido-base 


siano all’equilibrio. La distribuzione delle forme enzimatiche è 
(Ely = [ESHIr + [EHlr [13.420] 
dove [Ely rappresenta l’enzima totale presente in qualsiasi forma, 


[EH]y = [EH#]+[EH]+[E7] 


(H*] Keo 
=[EH]|-— — |a 
[ (Ea tt] [EH] fi [13.421] 
e 
[ESH]y = [ESH+#]+[ESH]+[ES-] 
[H*] Kesa 
=[ESH] 1+—#<|=[ES : 
| ELI + CH*] [ESH] fa [13.422] 


Quindi assumendo di essere allo stato stazionario, 


d{ESH] 


uo k[EHIS]-(K_1+Kk2[ESH]=0 [13.A23] 


e risolvendo per [EH] 


(kK_-1+Kk){ESH] & Ky{ESH] 


[EH]= 
i kx[S] [Ss] sà 
Inoltre, dall’equazione [13.A21] 
(Er = dESHIA [13.425] 
[Ss] 
che insieme alle equazioni [13.A20] e [13.422], dà 
[E]lr=[ESH] fasti D [13.A26] 


Come nella semplice derivazione di Michaelis-Menten, la velocità iniziale è 


k[Elr (K2/fAXEIS] 
vo=k{ESH]=—————= TT 13.A27 
sa Kyfi Km{fi/f)+[S1] i 
[sj °° 
Poi, definendo i valori di Ky e di Vmax=k2[Elr ad un dato pH: 
K{=Km(f/f3) [13.A28] 
e 
Vinax = Vmax/fa - [13.429] 


L’equazione di Michaelis-Menten modificata per spiegare gli effetti del pH è 


__ VinaxlS! 
Ky+ IS] 


[13.47] 


Vo = 


i, 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO i" 


[529]! complicati processi delle reazioni avvengono 
mediante una serie di reazioni elementari definite se- 
condo una molecolarità corrispondente al numero di 
molecole che devono simultaneamente collidere per for- 
mare il prodotto. L'ordine di una reazione può essere 
stabilito dall'andamento caratteristico della sua cur- 
va di progressione. La teoria dello stato di transizio- 
ne postula che la velocità di una reazione dipenda 
dall’energia libera di formazione del complesso atti- 
vato. Questo complesso, che si trova al massimo di 
energia libera della coordinata di reazione è in una 
posizione intermedia tra i reattanti e i prodotti; per 
questo motivo viene anche chiamato stato di transi- 
zione. La teoria dello stato di transizione tende a sta- 
bilire che la catalisi risulta da una diminuzione della 
differenza di energia libera tra i reattanti e lo stato 
di transizione. 

Nel meccanismo enzimatico più semplice, l’enzima 
e il substrato si combinano reversibilmente forman- 
do un complesso enzima-substrato, conosciuto anche 
come complesso di Michaelis, che si può decomporre 
irreversibilmente in enzima libero e prodotti. La velo- 
cità di formazione del prodotto viene espressa dall’e- 
quazione di Michaelis-Menten, che viene derivata as- 
sumendo che la concentrazione del complesso di Mi- 
chaelis sia costante, cioè allo stato stazionario. L’e- 
quazione di Michaelis-Menten, che ha l’andamento 
funzionale di un’iperbole rettangolare, ha due para- 
metri: la Vmaw la massima velocità della reazione, 
e la Km, la costante di Michaelis, che ha il valore del- 
la concentrazione di substrato che determina metà 
della velocità massima. 
Questi parametri possono essere determinati grafica- 
mente usando il grafico di Lineweaver-Burk. Modelli 
più realistici dei meccanismi enzimatici, rispetto a 
quello di Michaelis-Menten, assumono che la reazio- 
ne enzimatica sia reversibile e che abbia uno o più 
intermedi. L’andamento funzionale delle equazioni che 
descrivono le reazioni per questi modelli è indipen- 
dente dal numero di intermedi e quindi non può esse- 
re usato per differenziarli. 


VII 


Gli enzimi possono essere inibiti da inibitori compe- 
titivi, che competono con il substrato per il legame 
al sito attivo dell’enzima. L’effetto di un inibitore com- 
petitivo può essere eliminato da un aumento della con- 
centrazione del substrato. Un inibitore incompetitivo 
inattiva il complesso di Michaelis, dopo essersi legato 
a quest’ultimo. La velocità massima di un enzima 
inibito incompetitivamente è una funzione della con- 
centrazione di inibitore e quindi l’effetto dell’inibito- 
re incompetitivo non può essere eliminato da un au- 
mento della concentrazione del substrato. Nell’inibi- 
zione mista, l’inibitore si lega sia all’enzima libero 
e sia al complesso enzima-substrato, formando un 
complesso cataliticamente inattivo. L'equazione della 
velocità che descrive questa situazione possiede ca- 
ratteristiche comuni sia all’inibizione competitiva, sia 
all’inibizione incompetitiva. 

La velocità di una reazione enzimatica è una fun- 
zione della concentrazione degli ioni idrogeno. Ad ogni 
pH, la velocità di una semplice reazione enzimatica 
può essere descritta dall’equazione di Michaelis- 
Menten. I suoi parametri Vmax € Km però, variano 
con il pH. Dalle curve cinetiche valutate a pH diversi, 
è possibile misurare i valori di pK dei gruppi cataliti- 
ci e di legame ionizzabili dell’enzima ed ottenere in- 
formazioni per la loro identificazione. 

La maggioranza delle reazioni enzimatiche sono rea- 
zioni bisubstrato in cui i due substrati reagiscono per 
formare due prodotti. Le reazioni a due substrati 0 
bisubstrato possono avere, tra gli altri, meccanismi 
sequenziali ordinati o casuali oppure meccanismi Bi 
Bi a ping pong. Le equazioni delle velocità iniziali per 
ciascuno di questi meccanismi utilizzano cinque pa- 
rametri, che sono analoghi a quelli dell’equazione di 
Michaelis-Menten oppure a costanti di equilibrio. I vari 
meccanismi a due substrati possono essere sperimen- 
talmente differenziati sulla base dell'andamento dei 
loro grafici dei doppi reciproci e sulla base dell’inibi- 
zione da prodotto. Le reazioni di scambio isotopico 
sono pure utili a differenziare tra loro i meccanismi 
a due substrati. 
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Tempo (min) [Saccarosio] (m) 


0 0,5011 
30 0,4511 
60 . 0,4038 
90 0,3626 

130 0,3148 

180 0,2674 


Determinate la costante di velocità di primo or- 
dine e il tempo di dimezzamento della reazione. 
Perché questa reazione bimolecolare segue una 
cinetica di primo ordine? Quanto tempo occorrerà 
per idrolizzare il 99% del saccarosio presente? Quanto 
tempo occorrerà se la quantità di saccarosio ini- 
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zialmente presente è doppia rispetto a quella ripor- 
tata in tabella? 


2. Di quale fattore sarà accelerata una reazione a 25 
°C se il catalizzatore riduce l’energia libera del suo 
composto attivato di 1 kJ-mol7! oppure di 10 
kJ - mol-!? 


3. Per una reazione che segue la relazione di Michaelis- 
Menten, kj=5x107m7is71!, k_1=2x104s"1 e 
kg=4x10°s7!. Calcolate Ks e Km per questa reazio- 
ne. Il legame del substrato raggiunge l’equilibrio o 
lo stato stazionario? 


*4. La seguente tabella riporta le velocità alle quali un 
substrato reagisce in una reazione catalizzata da un 
enzima che segue la relazione di Michaelis-Menten: 
(1) in assenza di inibitore; (2) e (3) in presenza in 
ciascun caso di un inibitore alla concentrazione di 
10 mm. Assumete che [Elr sia sempre lo stesso in 
tutte le reazioni. 
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TTI Lt 


[Sim (4) vfu-s71) 0) volu:874) 6) volumi 571) 


1 2,5 Li7 0,77 
2 4,0 2,10 1,25 
5 6,3 4,00 2,00 
10 7,6 5,7 2,50 
20 9,0 TR 2,86 


(a) determinate la Km e la Vmax dell’enzima. Per ogni 
inibitore determinate il tipo di inibizione e il valore 
di Kj e/o K'1. Quali altre informazioni sarebbero ne- 
cessarie per calcolare il numero di turnover dell’en- 
zima? (b) Per [S] = 5mm, quale porzioni di moleco- 
le enzimatiche hanno legato il substrato in assenza 
di inibitore, in presenza dell’inibitore tipo (2) ad una 
concentrazione di 10mm e in presenza dell’inibitore 
tipo (3) alla stessa concentrazione? 


*5. Nel nostro corpo, l’etanolo viene ossidato ad acetal- 
deide da parte dell’alcol deidrogenasi del fegato 
(LADH). Anche altri alcoli possono essere ossidati dalla 
LADH. Per esempio, il metanolo, che è un agente 
moderatamente intossicante, viene ossidato dalla 
LADH formando il prodotto molto più tossico for- 
maldeide. Gli effetti tossici dell’ingestione di meta- 
nolo (un componente di molti solventi commerciali) 
possono essere ridotti somministrando etanolo. L’e- 
tanolo agisce come un inibitore competitivo del me- 
tanolo spostandolo dal sito attivo della LADH. Que- 
sto trattamento consente di disporre di sufficiente 
tempo per eliminare il metanolo attraverso i reni. 
Se un individuo ha ingerito 100 ml di metanolo (una 
dose letale), quanto whiskey (50% in volume di eta- 
nolo) deve bere per ridurre l’attività della LADH nei 
confronti del metanolo a valori pari al 5% di quelli 
originali? Il corpo di un uomo adulto contiene circa 
40 1 di fluidi acquosi in cui si mescolano molto rapi- 
damente gli alcoli che vengono ingeriti. La densità 
dell’etanolo e del metanolo è di 0,79 g - cm 73. Assu- 
mete che il valore di Ky della LADH per l’etanolo 
sia 1X 1073M e per il metanolo sia 1Xx 107°M e che 
per l’etanolo Kx = Km. 


6. Il valore di Ky per un enzima che segue l’equazio- 
ne di Michaelis-Menten è di 1x 107‘. Ad una con- 
centrazione di substrato di 0,2M, vo = 43 «M/min per 
una certa concentrazione di enzima. Ad una concen- 
trazione di substrato di 0,02m la vo ha lo stesso valo- 
re. (a) Dimostrate se questa osservazione è corretta. 
(b) Qual è l’ambito di concentrazione di substrato ne- 
cessario per misurare la Ky? 


7. Perché gli inibitori incompetitivi e misti sono consi- 


derati più efficienti in vivo (in un organismo viven- - 


te) di quelli competitivi? 


8. Spiegate perché se i parametri sperimentali si adat- 
tano esattamente ad un modello cinetico, non è detto 
che quello sia il modello corretto. 


9. Un enzima che segue il modello sugli effetti del pH 


10. 


*11. 


12. 


presentato nella paragrafo 13.4 ha un valore di 
pKrs1=4 e di pKrs2=8. Qual è il valore di pH a cui 
la V’max è massima per quell’enzima? A quel pH, 
quale frazione di Vmax può essere raggiunta da 
Viso? 

Derivate l’equazione della velocità iniziale per una 
reazione Bi Bi casuale a rapido equilibrio. Assumete 
che le costanti di equilibrio K$ e K$ per il legame 
di A e B all’enzima siano indipendenti in funzione 
del legame dell’altro substrato (un’assunzione che de- 
termina K}/=K8 nell’equazione [13.49]). 


Consideriamo la seguente variante di un meccani- 
smo Bi Bi a ping pong. 


Assumete che le reazioni di legame del substrato sia- 
no in rapido equilibrio, 
[EIA] s_[FIB] 
KS O 


Kè=— 
*= al °° ra 


che [A] e [B]=>[E]y, che nessuna reazione di rilascio 


del prodotto è reversibile e che l’approssimazione 
dello stato stazionario è valida. (a) Derivate un’espres- 


sione per vo in funzione di K&, K8, k2 e ks. (b) Indi-. 


cate l'andamento del grafico dei doppi reciproci 1/vy 
in funzione di 1A] a diverse concentrazioni di B. 
(c) Effettuate la stessa analisi di (b) a diversi valori 
di [A]. 


La creatina chinasi catalizza la reazione 
MgADP- + fosfocreatina == MgATP*” + creatina 


che ha lo scopo di rigenerare l’ATP nel muscolo. La 
creatina chinasi del muscolo di coniglio ha il seguen- 
te comportamento cinetico. In assenza di entrambi 
i prodotti, il grafico di 1/v, in funzione di 
1U[MgADP 1] a diverse concentrazioni fisse di fosfo- 
creatina determina un serie di linee rette che si in- 


tersecano a sinistra dell’asse 1/v,. Analogo risultato ‘ 
‘ si ottiene mettendo in grafico 1/v, in funzione di . 


1/fosfocreatina] a diverse concentrazioni fisse di 
MgADP". In assenza di uno dei prodotti della rea- 
zione, MgATP* oppure creatina, il grafico di 1/vo 
in funzione di 1/[MgADP] a diverse concentrazio- 
ni dell’altro prodotto rende una serie di rette che 
si intersecano sull’asse 1/v,. Lo stesso accade per il 
grafico di 1/v, in funzione di 1/fosfocreatina]. Sta- 
bilite quale meccanismo cinetico si adatta a queste 
informazioni. 
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1. I meccanismi catalitici 
A. Catalisi acido-basica 
B. Catalisi covalente 
C. Catalisi da ioni metallici 
D. Catalisi elettrostatica 
E. Catalisi da effetti di prossimità e orientamento 
F. Catalisi da legame dello stato di transizione 


2. Il lisozima 
A. Struttura dell'enzima 
B. Il meccanismo catalitico 
C. Verifica del meccanismo di Phillips 


3. Le serina proteasi 
A. Cinetica e gruppi catalitici 
B. Struttura ai raggi X 
C. Meccanismo catalitico 
D. Valutazione del meccanismo catalitico 
E. Zimogeni 


4. La glutatione reduttasi 


La catalisi 
enzimatica 


Come abbiamo visto, gli enzimi possono aumen- 
tare la velocità delle reazioni molto più efficacemen- 
te dei catalizzatori chimici in genere, operando in 
condizioni blande e con un’altissima specificità sia 
per i loro substrati che per i loro prodotti. 

Queste proprietà catalitiche sono così eccezionali 
che hanno indotto molti scienziati del diciannovesi- 
mo secolo a pensare che gli enzimi avessero caratte- 
ristiche diverse e non condivise dalle sostanze con 
origini «non viventi». 

Oggi disponiamo di numerose informazioni, e per 
alcuni enzimi non solo superficiali, sui meccanismi 
che stanno alla base di questa enorme accelerazione 
della reazione. È però sufficientemente chiaro che 
il meccanismo catalitico usato dagli enzimi è identi- 
co a quello dei catalizzatori chimici. Gli enzimi sono 
solo più adatti al loro compito. 

In questo capitolo, prenderemo in considerazione 
la natura della catalisi enzimatica. 

Cominceremo discutendo quali sono i principi fon- 
damentali della catalisi chimica, così come sono stati 
chiariti mediante lo studio dei meccanismi delle rea- 
zioni organiche. Poi passeremo ad esaminare i mec- 
canismi catalitici di alcuni degli enzimi meglio carat- 
terizzati: il lisozima, le serina proteasi e la glutatione 
reduttasi. 

Questo studio ci porterà ad apprezzare la comples- 
sità di questi catalizzatori e allo stesso tempo i meto- 
di usati per definire le loro proprietà. 


1. I MECCANISMI CATALITICI 


La catalisi è un processo che determina un au- 
mento della velocità con cui una reazione si avvicina 
all’equilibrio. 

Poiché, come abbiamo visto nel paragrafo 13.1C, 
la velocità di una reazione è una funzione dell’ener- 
gia libera di attivazione AG*, un catalizzatore agi- 
sce abbassando l’altezza di questa barriera cinetica; 
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[533][534][535] 
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cioè, un catalizzatore stabilizza, rispetto alla reazio- 
ne non catalizzata, lo stato di transizione. 

Nella maggioranza dei casi, nei meccanismi enzima- 
tici non vi è niente di particolare rispetto a quelli 
non enzimatici. 

Ciò che fa di un enzima un catalizzatore così potente 
sono in effetti due proprietà tra loro correlate: la spe- 
cificità di legame del substrato combinata con una 
organizzazione strutturale ottimale dei gruppi cata- 
litici. 

Questa disposizione dei gruppi di legame e di catalisi 
in un enzima è il risultato di un lunghissimo tempo 
di evoluzione, misurabile solo in eoni: la natura ha 
avuto la possibilità di aggiustare finemente la capaci- 
tà degli enzimi. 

[533]1 tipi di meccanismi che gli enzimi utilizzano 
sono stati classificati come: 


1. La catalisi acido-basica. 

2. La catalisi covalente. 

3. La catalisi da ioni metallici. 

4. La catalisi elettrostatica. 

5. Gli effetti di prossimità e di orientamento. 

6. Il legame preferenziale dello stato di transizione. 


In questo paragrafo esamineremo questi fenomeni 
e, nel fare ciò, ci riferiremo spesso a composti orga- 
nici modello che sono stati usati per definire e carat- 
terizzare questi meccanismi. 


Figura 14.1 Meccanismi di tautomerizza- 
zione cheto-enilica: (a) non catalizzata, (b) 


Forma chetonica 


A. Catalisi acido-basica 


La catalisi acida generale è un processo in cui 
il trasferimento temporaneo di un protone da un aci- 
do di Brpnsted (una specie molecolare capace di dona- 
re protoni: paragrafo 2.2A) abbassa l’energia libera 
dello stato di transizione di una reazione. Per esem- 
pio, la reazione non catalizzata di tautomerizzazio- 
ne cheto-enolica avviene molto lentamente per l’ele- 
vata energia del suo stato di transizione con struttu- 
ra simile a un carbanione (Fig. 14.1a). La donazione 
di un protone all’atomo di ossigeno (Fig. 14.1b) ridu- 
ce il carattere di carbanione dello stato di transizio- 
ne, catalizzando quindi la reazione. Una reazione può 
essere stimolata dalla catalisi basica generale se 
la sua velocità viene aumentata dalla sottrazione tem- 
poranea di un protone da parte di una base di Brgn- 
sted (una specie molecolare che può combinarsi con 
un protone; Fig. 14.1c). Alcune reazioni possono pre- 
sentare simultaneamente entrambi i processi, cioè una 
catalisi acido-basica generale concertata. 


La mutarotazione viene catalizzata 
da acidi e da basi 


[535] La mutarotazione del glucosio rappresenta un 
esempio istruttivo di catalisi acido-basica. Ricordia- 
mo che una molecola di glucosio può assumere due 


Stato di transizione Forma enolica 


catalisi acida generale, (c) catalisi acida R R R 
generale. | | s- | 
(a) DA ———-=—-* (9 —_ > i 
Ha CHI CH, 
H uÈ* 


(0) 


CIT 


Ù 
(e) CzoRa —» | c= 
Cc 


R R 

| s- | + 
“pr a + B'-H 

CH? H° CH | 

n° B+H 

pd 
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diverse forme anomeriche cicliche, mediante la tran- 
sitoria formazione di un intermedio lineare (paragrafo 
10.1B). 


CH,0OH 
H o H 
H 
oH H 
HO OH 
H OH 


a-D-glucosio 
[]} = 112.2° 


CH,0H 


O OH 
H 
oH H 
H 
H  0H 


H 
HO 
NO 4 fr 


CH,OH 
H OH 
H CcH=0 
OH H 
HO 
H OH 


In solventi acquosi, la velocità iniziale della mutaro- 
tazione dell’a-p-glucosio, come si può osservare al po- 
larimetro (paragrafo 4.2A), segue la relazione 


-p-glucosi 
v= dea aeesioi. kopsla-D-glucosio] [14.1] 


dove kops è la costante di velocità apparente di pri- 
mo ordine della reazione. La velocità della mutarota- 
zione aumenta con un incremento della concentra- 
zione di acidi generali o di basi generali nella solu- 
zione; essi catalizzano la mutarotazione secondo il 
meccanismo 


nl HTA 
Ga a B 


a-D-glucosio B-p-glucosio 


e, 


/. 
—0 
CH=0 H— B 


Forma lineare 


Questo modello è in accordo con l’osservazione che, 
in solventi aprotici come il benzene, il 2,3,4,6-0- 
tetrametil-a-p-glucosio (un analogo meno polare e 
solubile nel benzene) 
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H OCHg 
2,3,4,6-O-tetrametil-0-p-glucosio 


non va incontro alla mutarotazione. Inoltre, la muta- 
rotazione inizia per aggiunta di fenolo, un acido de- 
bole solubile nel benzene, insieme alla piridina, una 
base debole solubile anch’essa nel benzolo, e la velo- 
cità segue la relazione 


v= k{[fenolo]piridinal[tetrametil-a-p-glucosio] [14.2] 


In presenza di a-piridone, in cui il gruppo acido e 
basico possono interconvertire rapidamente tra due 
forme tautomeriche situate in modo tale da cataliz- 
zare simultaneamente la mutarotazione, 


a-piridone / \ / \ 


_—r—_ (6) — 
di hg 
Glucosio 


la velocità è controllata dall’equazione 


v=k'[a-piridonel[tetrametil-a-D-glucosio] [14.3] 


dove k'=7000m k. Questo aumento della costante di 
velocità indica che l’a-piridone in effetti catalizza la 
mutarotazione in modo concertato, poiché per avere 
gli stessi effetti catalitici ottenuti con una soluzione 
1M di a-piridone sarebbero necessarie quantità di fe- 
nolo e di piridina in soluzione praticamente impossi- 
bili da raggiungere (cioè 70M fenolo e 100M piridina). 

Molti tipi di reazioni biochimicamente importanti so- 
no suscettibili di catalisi acido-basica. Queste includo- 
no, ad esempio, le reazioni di idrolisi dei peptidi e de- 
gli esteri, le reazioni del gruppo fosforico, le tautome- 
rizzazioni e l’aggiunta di gruppi cabonilici. Le catene 
laterali di residui amminoacidici come Asp, Glu, His, 
Cys, Tyr e Lys hanno valori di pK' vicini al pH fisiolo- 
gico (Tabella 4.2), che permette loro di partecipare alla 
capacità degli enzimi di agire da catalizzatori acidi 
e/o basici in analogia con i meccanismi organici cono- 
sciuti. La possibilità degli enzimi di disporre intorno al 
substrato alcuni gruppi catalitici rende la catalisi con- 
certata un meccanismo enzimatico piuttosto comune. 
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La reazione della RNasi comprende una catalisi 
acido-basica generale 


La ribonucleasi A del pancreas bovino 
(RNasi A) rappresenta un buon esempio di catalisi 
acido-basica mediata da un enzima. Questo enzima 
digestivo idrolizza l’RNA nei nucleotidi che lo com- 
pongono. L’isolamento di nucleotidi 2° 33'-ciclici in 
digeriti di RNA operati dalla RNasi suggerisce che 
l’enzima utilizzi la seguente sequenza di reazione; 


“0 I —0O—-CHy O. Base 
o H 
H H 

[ 
0, (o) 

pr 

_ N 
(0) (0) 


Nucleotide 2’,3’-ciclico 


Figura 14.2 Dipendenza dal pH della V'max/K'M nell’idrolisi cataliz- 


zata dalla RNasi A della citidina fosfato 2’-3' ciclica (Wmax/K'M è - 


espressa in m7's71). L'analisi di questa curva (paragrafo 13.4) sug- 


(Fonte: peL Rosario, E.). e HamMEs, G.G., Biochemistry, 8, p. 1887, 
1969.) 


L’andamento della curva dell’attività della RNasi in 
funzione del pH ha un picco intorno a pH 6 (Fig. 
14.2). L’analisi di questa curva, insieme alle deriva- 
tizzazioni chimiche e agli studi ai raggi X, ha stabili- 
to che l’RNasi possiede due residui di His, l’His 12 
e l'His 119, che agiscono in maniera concertata da 
catalizzatori acido-basici (la struttura della RNasi è 
schematizzata nella Fig. 8.2). Evidentemente, la rea- 
zione della RNasi è un processo a due tappe (Fig. 14.3): 


1. L’His 12, agendo come una base generale, sottrae 
un protone al gruppo ossidrilico in posizione 2' 
dell’RNA, promuovendo quindi il suo attacco nu- 
cleofilo sull’atomo di fosforo adiacente, mentre 
l’His 119, agendo da acido generale, induce la scis- 


sione del legame, protonando il gruppo R'—OH 


che esce dall’enzima per primo. 

2. L’intermedio 2/,3/-ciclico viene idrolizzato essen- 
zialmente attraverso un meccanismo che è l’in- 
verso della prima tappa, con una molecola di ac- 
qua che sostituisce il gruppo uscito. Quindi, l’His 
12 si comporta come un acido generale e l’His 119 
come una base generale per produrre l’idrolisi 
dell'RNA e, alla fine, l'enzima ritorna nello stato 
iniziale. 


B. Catalisi covalente 
[337]La catalisi covalente accelera la velocità me- 


diante la formazione temporanea di legami covalenti 
tra catalizzatore e substrato. La decarbossilazione del- 


gerisce la partecipazione alla catalisi di gruppi con pK di 5,4 e 6,4. . 


e E e nd 


< 


mi 
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Figura 14.3 L'idrolisi dell'RNA catalizzata dalla RNasi pancreatica 
bovina è un processo a due tappe con la formazione intermedia di 
un nucleotide 2’-3’-ciclico. 


l’acetoacetato, un processo chimicamente catalizzato 
dalle ammine primarie, ne è un esempio (Fig. 14.4). 
Nella prima tappa di questa reazione, l’ammina at- 
tacca nucleofilicamente il gruppo carbonilico dell’a- 
cetoacetato per formare una base di Schiff (legame 
imminico). 


H 
du = => A > 4 
Base di 
Si 0a Schiff 


L’atomo di azoto protonato dell’intermedio covalente 
agisce poi come una trappola per gli elettroni ridu- 
cendo il livello energetico dell’enolato presente allo sta- 
to di transizione. La formazione e la decomposizione 
della base di Schiff avviene rapidamente e quindi non 
è questa la tappa che limita la velocità dell’intera 
sequenza. 


La catalisi covalente ha tappe 
nucleofiliche ed elettrofiliche 


Come abbiamo visto nell'esempio precedente, 
la catalisi covalente può essere concettualmente sud- 
divisa in due tappe distinte: 


1. La reazione nucleofilica tra catalizzatore e sub- 
strato per formare un legame covalente. 

2. La perdita di elettroni dal centro di reazione ad 
opera del catalizzatore ora elettrofilico. 


I meccanismi della reazione vengono classificati ar- 
bitrariamente mediante i termini di catalisi nucleo- 
filica oppure catalisi elettrofilica a seconda di quale 
dei due effetti è quello che esprime la spinta maggio- 
re per la reazione, cioè quale catalizza la tappa che 
limita la velocità complessiva della reazione. La de- 
carbossilazione dell’acetoacetato catalizzata dalle am- 
mine primarie è un chiaro esempio di reazione cata- 
lizzata elettrofilicamente, in quanto la fase nucleofi- 
lica, la formazione della base di Schiff, non è quella 
che limita la velocità. In altre reazioni catalizzate co- 
valentemente, la tappa nucleofilica può avere invece 
un ruolo determinante per la velocità complessiva 
della reazione. 

La nucleofilicità di un composto chimico è stretta- 
mente correlata alla sua basicità. Il meccanismo di 
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co HÌ Figura 14.4 Meccanismo per la reazione 
co lo) Da OT lo) non catalizzata di decarbossilazione del- 
Il 4 G LA | Il l’acetoacetato (sopra) e meccanismo per 
CHg—-C—CHsa-C CHz—C=CH> CHgz-CT—CH3g la reazione catalizzata dalle ammine pri- 
pa marie (sotto). 
Acetoacetato Enolato Acetone 
RNHg 
a . RNH 
OH Ù dI 
OH 
ES CO, La d b.; Hi a EA 
C- o } Gi | îl 
II FAMNERA | Il 
CH3— (6) gr CHo- CH3—- (6; Cs CHo CH3— Cc =: CHgz 
‘o U 


Base di Schiff 


catalisi nucleofilica ricorda quello della catalisi basi- 
ca generale, ma si differenzia per il fatto che, invece 
di sottrarre un elettrone al substrato, lo attacca nu- 
cleofilicamente in modo da formare un legame cova- 
lente. Di conseguenza, se la formazione del legame 
covalente è la tappa limitante, la velocità della rea- 
zione tenderà ad aumentare in parallelo all'aumento 
della basicità del catalizzatore covalente (pK). 

Un altro importante aspetto della catalisi covalente 

sta nel fatto che esiste una correlazione inversa tra 
la stabilità del legame covalente che si forma e la 
possibilità successiva di rompere questo legame nel- 
la fase finale della catalisi: cioè tanto più forte è il 
legame covalente, tanto meno facile sarà romperlo. 
Un buon catalizzatore covalente deve quindi combi- 
nare insieme due proprietà che possono sembrare 
contraddittorie: la capacità di formare un legame co- 
valente mediante un’elevata nucleofilicità e, allo stesso 
tempo, la possibilità di generare un gruppo che pos- 
sa abbandonare facilmente l’enzima (una buona re- 
versibilità, in conclusione). 
I gruppi con elevata polarizzabilità (elettroni molto 
mobili), come l’imidazolo e le funzioni tioliche, han- 
no queste proprietà e possono essere buoni catalizza- 
tori covalenti. 


Le catene laterali di alcuni amminoacidi 
e i coenzimi possono agire 
da catalizzatori covalenti 


Gli enzimi utilizzano molto di frequente mec- 
canismi di catalisi covalente, come è dimostrato dal- 
l'elevato numero di intermedi di reazione covalenti 
tra enzima e substrato che sono stati isolati. Per esem- 
pio, la decarbossilazione enzimatica dell’acetoacetato 
procede, come abbiamo visto prima, attraverso la for- 


mazione di una base di Schiff con un gruppo ammi- 
nico e di un residuo di Lys dell’enzima. L’intermedio 
covalente, in questo caso, è stato isolato mediante ri- 
duzione con NaBH,y del legame imminico ad ammi- 
nico e con la concomitante inibizione irreversibile 
dell’enzima. Altri gruppi funzioriali di un enzima 
che partecipano alla catalisi covalente sono la catena 


laterale imidazolica di un’His, il gruppo tiolico di una Li 


Cys, il carbossile di un Asp e il gruppo ossidrilico 
di una Ser. Inoltre, alcuni coenzimi, come la tiamina 
pirofosfato (paragrafo 16.3B) e il piridossal fosfato 
(paragrafo 24.1A), agiscono insieme ai loro oloenzi- 
mi principalmente come catalizzatori covalenti. 


C. Catalisi da ioni metallici 


Circa un terzo degli enzimi noti hanno bisogno 
di ioni metallici per esprimere la loro attività cataliti- 
ca. Vi sono due classi di enzimi che richiedono ioni 
metallici e sono distinguibili in base alla forza con 
cui interagiscono con il metallo: 


1. I metalloenzimi contengono ioni metallici salda- 
mente legati. I più comuni tra questi ioni sono 
Fe?*, Fe3+, Cu?+, Zn?*, Mn?+ e Co3*. 

2. Gli enzimi attivati dai metalli legano debolmen- 
te ioni metallici presenti nella soluzione; di solito 
questi sono ioni di metalli alcalini o alcalino-terrosi 
come Na*, K*, Mg?+ oppure Ca?*. 


Gli ioni metallici partecipano al processo catalitico 
principalmente in tre modi diversi: 


1. Legandosi al substrato per orientarlo in modo cor- 
retto per la reazione. 
2. Partecipando a reazioni di ossido-riduzione me- 


ale) 
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diante modificazioni reversibili e il loro stato di 
ossidazione. 

3. Stabilizzando elettrostaticamente o proteggendo 
cariche negative. 


In questo paragrafo analizzeremo principalmente il 
terzo aspetto della catalisi da ioni metallici. Le altre 
forme di catalisi mediata da ioni metallici saranno 
prese in considerazione più avanti durante la discus- 
sione su specifici meccanismi enzimatici. 


Gli ioni metallici promuovono la catalisi 
mediante la stabilizzazione di cariche 


In molte reazioni catalizzate da ioni metallici, 
il metallo agisce come un protone, in sostanza come 
un acido di Lewis. Molto spesso gli ioni metallici sono 
catalizzatori molto più efficaci del protone, in quan- 
to a pH neutro sono presenti ad alte concentrazioni 
e hanno cariche di solito superiori a +1. Gli ioni me- 
tallici possono essere considerati quindi come «supe- 
racidi». 

La decarbossilazione del dimetilossalacetato, ca- 
talizzata da ioni come il Cu?+ e il Ni?+, è un esem- 
pio di catalisi non enzimatica da ioni metallici: 


MP 

“0 —0 CH; 0 
Vi XY VA 
o) CH3 0 
Dimetilossalacetato 

CO, 
M°* 
“0 07 cH 
O SY, 8 
C-C= 
7 U\ 
CH3z 
H* 

È (o) CH3g 
xd 7 n 
C-C—CH + M 
4 \ 

o) CH3z 


Lo ione metallico (M"*), che viene chelato dal dime- 
tilossalacetato, stabilizza elettrostaticamente lo ione 
enolato dello stato di transizione che si viene forman- 


do. Questo meccanismo è confermato dall’osservazio- 
ne che l’acetoacetato che non può formare il chelato, 
non è soggetto a decarbossilazione catalizzata da io- 
ni metallici. La maggior parte degli enzimi che de- 
carbossilano l’ossalacetato hanno bisogno di ioni me- 
tallici per la loro attività. 


Gli ioni metallici promuovono 
la catalisi nucleofilica mediante la ionizzazione 
dell’acqua 


La carica di uno ione metallico fa sì che le mole- 
cole di acqua che stanno legate allo ione siano più 
acide dell’acqua libera e quindi queste molecole pos- 
sono essere una fonte di ioni OH anche a pH infe- 
riori a 7,0. Per esempio, la molecola di acqua del 
(NH3);C03+(H,0) ionizza secondo la reazione: 


(NH3);C03+(H,0) == (NH3);Co3+(0H7)+H* 


con pK di 6,6, che è ben 9 unità di pH più basso 
di quello dell’acqua libera. Questo gruppo ossidrilico 
legato allo ione metallico è un potente nucleofilo. 

Un eccellente esempio di questo fenomeno è pre- 
sente nel meccanismo catalitico della anidrasi car- 
bonica (paragrafo 9.1C), un enzima molto diffuso che 
catalizza la reazione: 


C0,+H;0 == HCO7 +H* 


L’anidrasi carbonica contiene uno ione Zn?* essen- 
ziale che è implicato nel meccanismo catalitico del- 
l’enzima: 


1. La struttura dell’anidrasi carbonica umana in for- 
ma cristallina presenta uno ione Zn?* coordina- 
to con una configurazione tetredrica con tre cate- 
ne laterali di His (rimaste pressoché invariate du- 
rante l’evoluzione) e con una molecola di acqua. 
Questa molecola di acqua polarizzata dallo ione 
Zn?* si ionizza mediante un processo che viene 
ulteriormente facilitato da una catalisi basica ge- 
nerale operata dai residui di Glu 106 e 117 (Fig. 
14.5). 

2. Il gruppo OH- che si forma attacca in modo nu- 
cleofilico la molecola di CO; vicina, in quanto an- 
ch’essa legata all’enzima, trasformandola in 
HCOz. 
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Im=imidazolo 


3. Il sito catalitico viene poi rigenerato mediante il 
legame e la ionizzazione di un’altra molecola di 
acqua allo zinco, probabilmente ancor prima che 
il bicarbonato abbandoni l’enzima, formando un 
complesso transitorio dove lo zinco ha cinque le- 
gami di coordinazione. 


Gli ioni metallici accelerano le reazioni 
mediante la protezione di cariche 


Un'altra importante funzione enzimatica degli 
ioni metallici è la protezione delle cariche. Per 
esempio, il reale substrato delle chinasi (enzimi che 
trasferiscono gruppi fosforici utilizzando 'ATP) è il 
complesso Mg?* — ATP 


Mg°* 

= 67 a 
CORRERE 

Oi 


e non il solo ATP. Il ruolo del magnesio, oltre all’ef- 
fetto orientativo, è la protezione elettrostatica delle 
cariche negative dei gruppi fosforici. Queste cariche 
tendono altrimenti a respingere il doppietto elettro- 
nico del nucleofilo che attacca, in special modo se 
questo ha un carattere anionico. 


D. Catalisi elettrostatica 
Il legame della molecola del substrato in genere 


tende ad escludere l’acqua dal sito attivo dell’enzi- 
ma. La costante dielettrica locale del sito attivo ricor- 


Figura 14.5 Il sito attivo della anidrasi carbonica umana. Il legame 
in grigio chiaro dello Zn°* indica la posizione probabile del quinto 
sito di coordinazione dello ione. La freccia è diretta verso l’apertura 
della cavità del sito attivo. (Fonte: SHERIDAN, R.P. e ALLEN, L.C., /. 
Am. Chem. Soc., 103, p. 1545, 1981.) 


da quindi quella di un solvente organico, dove le in- 
terazioni elettrostatiche sono molto più forti di quel- 
le in un ambiente acquoso (paragrafo 7.44). La di- 
stribuzione delle cariche in un mezzo a bassa costan- 
te dielettrica può influenzare profondamente la reat- 
tività chimica. Come abbiamo visto, il pK delle cate- 
ne laterali dei residui amminocidici può variare an- 
che di alcune unità rispetto ai valori normali (Tabel- 
la 14.2) per la prossimità di altri gruppi carichi. 
Anche se le evidenze sperimentali e le analisi teo- 
riche non sono ancora conclusive, sono ormai nume- 
rose le indicazioni che suggeriscono come la distribu- 
zione delle cariche intorno al sito attivo di un enzima 
siano organizzate in modo tale da stabilizzare lo sta- 
to di transizione della reazione catalizzata. Questo 
sistema di accelerare le reazioni, che ricorda la cata- 
lisi da ioni metallici discussa in precedenza, viene 
chiamato catalisi elettrostatica. Inoltre, in alcuni 
enzimi, la distribuzione delle cariche serve a guidare 
i substrati polari verso il sito di legame e così la velo- 
cità di questi enzimi sembra più grande degli stessi 
limiti imposti loro dalla diffusione (paragrafo 13.2B). 


E. Catalisi da effetti di prossimità 
e orientamento 


Anche se gli enzimi utilizzano meccanismi ca- 


talitici simili a quelli delle reazioni organiche model-. 


lo, sono molto più efficaci di questi modelli. Questa 
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maggiore efficienza deve derivare da specifiche con- 
dizioni fisiche presenti nel sito attivo -dell’enzima, 
che si trasmettono poi alla reazione chimica. Gli ef- 
fetti più ovvi sono quelli di prossimità e di orien- 
tamento: i reattanti devono avvicinarsi con la giu- 
sta relazione spaziale perché la reazione possa avve- 
nire. Per esempio, nella reazione bimolecolare dell’i- 
midazolo con il p-nitrofenilacetato, 


p-nitrofenilacetato 


CH3-C + Gf a 


| . È 
N 
\ I p-nitrofenolato 
NH 


N-acetilimidazolo 


il progredire della reazione è facilmente visibile se- 
guendo la comparsa di un intenso colore giallo, do- 
vuta alla formazione dello ione p-nitrofenolato: 


A PNOse0! = kilimidazolo][ p-NO.9 Ac] 
= k{[ p-NO:@Ac] [14.4] 


dove, k', la costante di velocità di pseudo primo or- 
dine, corrisponde a 0,0018 s-! quando [imidazolo] 
= 1M ($=fenile). Per la reazione intramolecolare 


CH CN Cc 
(_ “a ra SI + cana, 
dn 


NH È _NH 


la costante di velocità di primo ordine k3=0,043 s-4; 
quindi risulta che k,=24k;. Quando il catalizzatore 
imidazolo, alla concentrazione di 1M, è legato cova- 
lentemente al reattante, è 24 volte più efficace di 
quando è libero in soluzione, cioè il gruppo imidazo- 
lico si comporta nella reazione intramolecolare come 
se fosse presente alla concentrazione di 24m. 
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Cerchiamo di verificare questa affermazione facen- 
do un calcolo, anche se approssimativo, di come vie- 
ne modificata la velocità della reazione dalla prossi- 


mità dei gruppi reattivi. Seguendo Daniel Koshland, 


possiamo ragionevolmente assumere che: 


1. Le specie reattanti, cioè i gruppi funzionali, han- 
no circa la stessa dimensione di una molecola di 
acqua. 

2. Ogni specie reattante ha intorno a sé 12 molecole, 
in modo da formare sfere compatte di uguali di- 
mensioni. 

3. Le reazioni chimiche avvengono solo quando i 
reattanti entrano in contatto. 

4. La concentrazione dei reattanti in soluzione è suf- 
ficientemente bassa da far sì che la probabilità 
che una molecola di un reattante incontri simul- 
taneamente due molecole dell’altro reattante sia 
praticamente nulla. 


Quindi la reazione: 
ki 
A+B_>A-B 


obbedisce all’equazione di velocità di secondo ordine 


dA — BI 
v=e—— 


di ca k[ATBI = K2[A.,Blcoppie [14.5] 


dove [A,Bloppie rappresenta la concentrazione delle 
molecole A e B che sono entrate in contatto. Il valore 
di questa entità è 


12[AIB] 


14.6 
55,5M i 1 


[A ,Blcoppie = 


poiché vi sono 12 modi diversi per A di contattare 
B, e [A]/55,5m è la probabilità che una molecola di 
B si trovi dopo una di A. ([H,0] = 55,5 nelle solu- 
zioni acquose diluite.) Combinando le equazioni [14.5] 
e [14.6], otteniamo 


55 
sa (5 [A Bleoppie=4,6 K:[A,Bloppie [14.7] 


In assenza di altri effetti questo modello predice che 
per la reazione intramolecolare 


ka 


A bB. —————+: (A B 


li | 


k3=4,6 k;, che corrisponde a un aumento piuttosto 
piccolo. 
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Arrestando i movimenti dei reattanti ed 
orientandoli correttamente è possibile ottenere 
un grande aumento dell’attività catalitica 


La teoria che abbiamo espresso prima è piutto- 
sto semplicistica. Per esempio, essa non tiene conto 
dei movimenti dei gruppi reattanti l’uno rispetto al- 
Paltro. Nello stato di transizione, però, questi gruppi 
hanno solo una piccola possibilità di movimento. In- 
fatti, Thomas Bruice ha dimostrato che la velocità 
delle reazioni intramolecolari vengono accelerate for- 
temente se vengono arrestati i movimenti interni del- 
la molecola (Tabella 14.1). Quando in una reazione 
bimolecolare, un enzima avvicina tra loro le due mo- 
lecole, come ha sottolineato William Jencks, non si 
ha soltanto un aumento del grado di prossimità, ma 
vengono bloccati anche i movimenti relativi di tra- 
slazione e di rotazione (con diminuzione della loro 
entropia), aumentandone quindi la reattività. La Ta- 
bella 14.2 riporta gli aumenti che si possono osservare. 

Nella nostra analisi degli effetti della prossimità, 
non abbiamo ancora considerato un altro aspetto im- 
portante, cioè l’orientamento. Le molecole non reagi- 
scono tra loro, come assume la teoria di Koshland, 
qualunque sia la direzione o il modo di avvicinarsi. 
Anzi, esse reagiscono solo se hanno il corretto orien- 
tamento (Fig. 14.6). Per esempio, in una reazione bi- 
molecolare Sy2 (sostituzione nucleofilica bimolecola- 
re), il nucleofilo che sta entrando deve attaccare il 
suo bersaglio lungo la direzione opposta a quella del 
legame del gruppo che lascerà il complesso (attacco 
da dietro). Se l'avvicinamento degli atomi dei gruppi 
reattanti devia dalla traiettoria ottimale anche solo 
di 10 gradi, si avrà un sensibile calo della reattività. 
Si è potuto calcolare che il corretto orientamento può 
aumentare la velocità di una reazione di un fattore 
pari a circa 100. 

Gli enzimi, come vedremo nei paragrafi 14.2 e 14.3, 
si legano ai substrati in maniera da immobilizzarli 
e allinearli per avere la massima reattività. L’ener- 
gia libera per fare questo lavoro è ricavata dall’ener- 
gia di legame del substrato all’enzima. 


Produttivo Non produttivo 


Figura 14.6 Le molecole possono subire un attacco chimico solo in 


una piccola regione della loro superficie (rappresentata dall'area co- 
lorata). Senza il giusto orientamento delle due molecole (sinistra), la 
reazione non può avvenire (destra). 


TT 
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* Le frecce curve indicano i gradi di libertà di rotazione. 
Fonte: Bruice, T.C., Annu. Rev. Biochem. 45, p. 353, 1976. 


F. Catalisi da legame 
dello stato di transizione 


Molto spesso. accade che l’aumento della veloci- 
tà causato da un enzima è più elevato di quanto è 
possibile prevedere sulla base dei meccanismi che ab- 
biamo visto fino ad ora. Infatti non abbiamo ancora 
preso in considerazione uno dei più importanti aspetti 
della catalisi enzimatica: il legame all’enzima dello 
stato di transizione con un’affinità superiore a quel- 
la del substrato o del prodotto. Se ora diamo uno 


sguardo d’insieme a tutti i meccanismi catalitici che. 


abbiamo descritto, ci possiamo rendere conto che il 
legame preferenziale dello stato di transizione può 
spiegare le velocità che sono state osservate per le 
reazioni enzimatiche. 

Il concetto originale del legame dello stato di tran- 


LS 


sizione proponeva che gli enzimi potessero distorce- ‘ 
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re meccanicamente il substrato, per raggiungere geo- 
metrie simili allo stato di transizione, mediante il le- 
game al sito attivo, nel quale un substrato non di- 
storto non si adattava in modo corretto. Questo mec- 
canismo chiamato della ruota (in analogia con lo stru- 
mento di tortura in uso nel Medio Evo) era basato 
sul ruolo dello stiramento o della distorsione nel pro- 
muovere le reazioni organiche. Per esempio, la velo- 
cità della reazione 


R R_H H 
CH,0H bed 
N 
Sr P + H20 
Ae î 
R X__ Stiramento R 
sterico 


è 315 volte più elevata quando il gruppo R è un grup- 
po CH; invece di un atomo di idrogeno a causa del- 
la maggiore repulsione sterica tra i gruppi CH3 e i 
gruppi reagenti. 

Allo stesso modo, le reazioni che aprono un anello 
avvengono più facilmente se l’anello è distorto, co- 
me avviene in quello del ciclopropano, e molto me- 
no facilmente se l’anello non è stirato, come quello 
del cicloesano. In questi processi, il reattante distor- 
to è strutturalmente molto simile allo stato di transi- 
zione della reazione. 

Come è stato suggerito per la prima volta da Linus 
Pauling e poi successivamente confermato da Richard 
Wolfenden e Gustav Lienhard, le interazioni che le- 
gano preferenzialmente lo stato di transizione aumen- 
tano la sua concentrazione e proporzionalmente ele- 
vano la velocità della reazione. 

Cerchiamo di quantificare questo concetto, con- 
siderando le conseguenze cinetiche di un legame pre- 
ferenziale dello stato di transizione su di una reazio- 
ne a singolo substrato catalizzata enzimaticamente. 
Il substrato può reagire per formare il prodotto P 
sia spontaneamente, sia mediante la catalisi enzima- 
tica: 


ky 
S—>P 
kr 
ES—> EP 


ks e ky rappresentano le costanti di velocità di pri- 
mo ordine rispettivamente per la reazione catalizza- 
ta dall’enzima e per la reazione non catalizzata. Le 
relazioni tra i vari stadi di queste due reazioni sono 
riportate nel seguente schema: 


La catalisi enzimatica 413 


# 
E+S == st +E — P+E 
Kr K 
fc, de Hl 
ES == ES* —» EP 
dove 

__IESÌ __IES#1 

3 (EISÌ î [EIS*] 

#__[ENS*] x&  SESÙI 

N [EISÌ 5 


sono tutte costanti di associazione, di conseguenza, 


[14.8] 


Secondo la teoria dello stato di transizione (equazio- 
ni [13.7] e [13.14], la velocità della reazione non cata- 
lizzata può essere espressa 


vu=ly[S1= (ser) [s*]= (sta KÉ[s] [49] 


Analogamente la velocità della reazione catalizzata 


dall’enzima è 


vg=kg[ES]= (sor) (ESs*]= (stat KÉIES] [14.10] 


Quindi combinando le equazioni [14.8] e [14.10], 


[14.11] 


Questa equazione indica che più saldo è il legame 
di un enzima allo stato di transizione (Kx) della rea- 
zione, relativamente al substrato (Kx), maggiore è la 
velocità della reazione catalizzata (kx), rispetto a 
quella della reazione non catalizzata (kx); cioè, la ca- 
talisi è determinata dal legame preferenziale e dalla 
stabilizzazione dello stato di transizione (S*) (Fig. 
14.7). 

Secondo l’equazione [13.15], il rapporto tra le velo- 
cità delle reazioni catalizzata e non catalizzata è 
espresso da 

ke = gl{AGg- AGYYRT] 
ky [14.12] 
Per aumentare la velocità di un fattore pari a 10° 
volte, è necessario che l’affinità dell’enzima per lo 
stato di transizione sia 34,2 kJ- mol?! (a una tempe- 
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Coordinata di reazione 


Figura 14.7 Diagramma delle coordinate di reazione per una ipoteti- 
ca reazione a singolo substrato catalizzata (in blu) e per la corrispon- 
dente reazione non catalizzata (in rosso). 


ratura di 25 °C più elevata di quella per il substrato). 
Questo valore corrisponde approssimativamente al- 
l’energia libera di due legami idrogeno. Conseguen- 
temente, il legame all’enzima dello stato di transizio- 
ne (ES*) mediante due legami idrogeno che non pos- 
sono formarsi nel complesso di Michaelis (ES), deter- 
mina un aumento della velocità di circa 105 volte an- 
che considerando solo questo effetto. 

Normalmente si osserva che la specificità di un en- 
zima viene espressa dal suo numero di turnover 
(Kcat), piuttosto che dall’affinità di legame del sub- 
strato. In altre parole, l’enzima può legare substrati 
«poveri» che hanno una bassa velocità di reazione, 
altrettanto bene o anche meglio di substrati «buoni» 
con velocità di reazione elevate. Questi enzimi usano 
apparentemente l’energia intrinseca al legame dei 
substrati «buoni» per stabilizzare il corrispondente 
stato di transizione. 


Il «meccanismo della ruota», che richiede la conver- 


sione di questa energia di legame in una forza mec- 
canica, sembra a questo punto non plausibile, in quan- 
to considerazioni teoriche (paragrafi 8.2 e 14.2C) ten- 
dono a suggerire che le proteine non abbiano una 
sufficiente rigidità strutturale per deformare signifi- 
cativamente i loro substrati. È possibile invece che 
lo stato di transizione crei contatti migliori tra l’en- 
zima e il substrato nel complesso di Michaelis in mo- 
do che la massima energia di legame è raggiungibile 
solo con lo stato di transizione. Un «buon» substrato 
non sempre si lega all’enzima con la massima affini- 
tà, ma sicuramente lo fa, dopo l’attivazione, cioè nel 
suo stato di transizione. 
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Gli analoghi dello stato di transizione 
sono inibitori competitivi 


Se un enzima lega preferenzialmente il suo sta- 
to di transizione, ci si deve aspettare che analoghi 
dello stato di transizione, molecole stabili che ri- 
cordano strutturalmente S* o uno dei suoi compo- 
nenti, siano potenti inibitori competitivi dell’enzima. 
Per esempio, la reazione catalizzata dalla prolina ra- 
cemasi del batterio Clostridium sticklandii viene por- 
tata avanti attraverso uno stato di transizione planare 


Stato di transizione 
planare 


La prolina racemasi viene inibita competitivamente 
dagli analoghi planari della prolina, il pirrolo- 
2-carbossilato e il A-1-pirrolina-2-carbossilato, 


l Ico [,j-cov 


I | 
H H 


Pirrolo-2-carbossilato A-1-pirrolina-2-carbossilato 


Entrambe si legano all’enzima con un’affinità circa 
160 volte più elevata di quella della prolina. Questi 
composti possono essere considerati analoghi dello 
stato di transizione nella reazione della prolina race- 
masi. Al contrario, il tetraidrofurano-2-carbossi- 
lato, 


Tetraidrofurano-2-carbossilato 


che ha una struttura tetraedrica simile a quella della 
prolina, non è un inibitore così forte come questi com- 
posti planari. Un aumento di 160 volte dell’affinità 
del legame corrisponde, secondo l’equazione [14.9], 
a un incremento di 12,6 kJ - mol-! dell’energia libe- 


ra di legame. Questa quantità riflette probabilmente 


un ulteriore incremento dell’affinità di legame che 
la racemasi ha per lo stato di transizione planare del- 


ARESE 


ppi 


iaia 


| 
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+ Punto di rottura 
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CH3CHC007 
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NAG 


Figura 14.8 L'alternanza di NAG e NAM nel componente polisaccari- 
dico della parete batterica; il punto in cui viene rotto dal lisozima 
è indicato dalla freccia. 


la prolina, rispetto alla forma non deformata della 
molecola dell’amminoacido. 

Sono stati caratterizzati centinaia di analoghi dello 
stato di transizione per molte reazioni enzimatiche. 
Alcuni di questi sono antibiotici già presenti in natu- 
ra, mentre altri sono stati invece sintetizzati per stu- 
diare il meccanismo di un particolare enzima e/o per 
agire da specifico inibitore enzimatico per scopi te- 
rapeutici o nelle coltivazioni agricole. La teoria che 
gli enzimi legano preferenzialmente lo stato di tran- 
sizione invece del substrato non deformato ha forni- 
to le basi razionali per produrre nuovi composti atti 
a studiare e comprendere il meccanismo di reazione 

* di enzimi specifici. 


2. IL LISOZIMA 


[550]Nella rimanente parte di questo capitolo ana- 
lizzeremo i meccanismi catalitici ormai ben definiti 
di diversi enzimi. Nel fare ciò, vedremo come agli 
enzimi sia possibile applicare i principi descritti nel 
paragrafo 14.1. Potremo osservare che la grande effi- 
cienza catalitica degli enzimi deriva dall’uso simulta- 
neo di alcuni di questi meccanismi catalitici. 

Il lisozima è un enzima che distrugge la parete 
dei batteri, idrolizzando il legame glicosidico 
B1 — 4) tra l'acido N-acetilmuramico (NAM) e 
l’N-acetilglucosammina (NAG) del peptidoglicano, 
un componente della parete batterica contenente re- 
sidui alternati di NAM e NAG (Fig. 14.8). Il lisozima 
è largamente rappresentato nelle cellule e nelle se- 
crezioni dei vertebrati. Questo enzima può funzio- 
nare come agente battericida, ma il fatto che solo 
un numero molto limitato di agenti patogeni sia sen- 
sibile all’effetto del lisozima fa pensare che cooperi 
all’eliminazione dei batteri dopo che essi sono stati 
uccisi in altri modi. 


CH,0H del lisozima 


CH,0H 
o) 

H 

OH H 


/ 
CH3CHC00" 


NAG NAM 


Il lisozima dell’albume di uovo di gallina (HEW) 
è una delle specie di lisozima più studiate ed è uno 
degli enzimi il cui meccanismo di reazione è stato 
meglio definito. Esso è una proteina relativamente 
piccola (14,6 kD), la cui singola catena amminoacidi- 
ca è costituita da 129 residui, con quattro legami cro- 
ciati interni generati da ponti disolfuro. Il lisozima 
di HEW idrolizza il suo substrato ad una velocità che 
è circa 101° volte più grande della velocità della rea- 
zione non catalizzata (Fig. 14.9). 


Figura 14.9 La struttura primaria del lisozima del bianco d’uovo. | 
residui amminoacidici che compongono la tasca di legame del sub- 
strato sono in colore più intenso. 
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Figura 14.10 Struttura ai raggi X del lisozima del bianco d'uovo. (a)La 
catena polipeptidica ha legato a sé il substrato (NAG)g. Sono indicate 
le posizioni degli atomi C, e quelle delle catene laterali che intera- 
giscono con il substrato o formano ponti disolfuro. Gli anelli saccari- 
dici del substrato sono indicati con A, a partire dall’estremità non 
riducente (destra), e di seguito gli altri anelli, fino a quello F, l’estre- 
mità riducente (sinistra). Il lisozima catalizza l’idrolisi del legame gli- 
cosidico tra i residui D ed E. La posizione degli anelli A, B e C è 
stata definita da studi ai raggi X del complesso lisozima-(NAG3); la 
posizione degli anelli D, E ed F è stata definita con studi su modelli 
strutturali. (Copyright © Irving Geis.) (b) Modello del lisozima creato 
al computer che presenta un orientamento simile a quello mostrato 
in (a); sono visibili lo scheletro covalente di C, (in blu) e l'involucro 
della molecola (in viola). Le catene laterali dei residui catalitici Asp 
52 (sopra) e Glu 35 (sotto) sono colorate in giallo. Si puo osservare 
facilmente la fessura che lega il substrato. (Per gentile concessione 
di Arthur Olson, Research Institute of Scripps Clinic.) 
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A. Struttura dell'enzima 


[551] Per comprendere il meccanismo di azione di 
un enzima è necessario conoscere la struttura del 
complesso enzima-substrato. Anche se i residui pre- 
senti nel sito attivo sono stati identificati mediante 
metodi chimici e fisici, per comprendere come lavo- 
ra un enzima è importante conoscere la disposizione 
tridimensionale di questi gruppi in relazione alla po- 
sizione del substrato. Un enzima lega un substrato 
«buono» per un ambito di tempo molto limitato, pri- 
ma di convertirlo in prodotto e rilasciarlo. Per que- 
sto motivo, la maggior parte delle nostre conoscenze 
sui complessi enzima-substrato derivano da studi ai 
raggi X di enzimi legati ad inibitori oppure a sub- 
strati «molto poveri» in grado di restare associati al- 
l'enzima per tutto il tempo (anche giorni) richiesto 
per la misura dell’intensità della diffrazione ai raggi 
X dei cristalli della proteina. I grandi canali pieni 
di solvente che occupano la maggior parte del volu- 
me dei cristalli di proteina (paragrafo 7.3A) permet- 
tono spesso la formazione di complessi enzima- 
inibitore mediante la diffusione delle molecole di ini- 
bitore all’interno del cristallo di proteina allo stato 
nativo. 

La struttura ai raggi X del lisozima di HEW, defi- 
nita nel 1965 da David Phillips, è stata la seconda 
struttura proteica ad essere caratterizzata ad elevata 
risoluzione e la prima di un enzima. La molecola del 
lisozima è di forma praticamente elissoidale con le 
dimensioni di 30x30x45 À (Fig. 14.10). Nella strut- 
tura del lisozima è facilmente visibile una fessura, 
il sito che lega il substrato, che attraversa una faccia 
della molecola. La catena polipeptidica (Fig. 14.100) 
ha una struttura secondaria piuttosto irregolare: con- 
tiene infatti circa in ugual misura sia segmenti ad 
a elica, sia una regione a f-struttura a tripla catena, 
che comprende quasi tutta una parete della fessura 
del sito di legame del substrato. Come ci si poteva 
aspettare, la maggior parte dei residui non polari è 
all’interno della molecola, al di fuori del contatto con 
il solvente acquoso. 


La natura del sito di legame 


[852]Il lisozima di HEW idrolizza sia il poli(NAG) 
(la chitina) sia il suo substrato naturale peptidoglica- 
nico. Gli oligomeri di NAG che contengono meno 
di cinque residui vengono però idrolizzati con velo- 
cità molto basse (Tabella 14.2). Questi analoghi del 
substrato si legano al sito attivo e possono quindi agi- 
re da inibitori competitivi. Dall’analisi della struttu- 
ra ai raggi X del complesso lisozima-(NAG); si è po- 


Composto kear (67) 
(NAG), 2,5x10-8 
(NAG)3 8,3x1075 
(NAG)4 6,6x1075 
{NAG)5 0,033 
(NAG)g 0,25 
(NAG-NAM); 0,5 


Fonte: IMoto, T, JOHNSON, L.N., NORTH, A.C.T., PHiLUIPS, D.C. e Ruptev, LA., in 
Boyer, P.D., (curatore), The enzymes, 3* ed., Vol. 7, p. 842, Academic Press, 
1972. 


tuto stabilire che il (NAG); si lega alla parte destra 
della fessura che lega il substrato, come è riportato 
nella Fig. 14.10a per i residui A, B e C del substrato. 
Questo inibitore si associa all’enzima mediante un cer- 
to numero di legami idrogeno, alcuni dei quali coin- 
volgono i gruppi acetamidici dei residui A e C: an- 
che interazioni idrofobiche partecipano a stabilizza- 
re questo legame. In seguito al legame del (NAG); 
si ha una chiusura anche se limitata (circa 1 À) della 
fessura che lega il substrato del lisozima; questo è 
un esempio di adattamento indotto dal legame del 
substrato. 


Il sito catalitico del lisozima 
è stato identificato mediante la costruzione 
di modelli 


[553 ]Il (NAG); impiega alcune settimane ad essere 
idrolizzato dal lisozima; è quindi probabile che il com- 
plesso studiato ai raggi X sia improduttivo, cioè il 
sito catalitico dell’enzima non agisce sui legami tra 
i residui A e Be tra i residui B e C. (Il (NAG); può 
essere idrolizzato solo quelle rare volte che uno dei 
suoi legami glicosidici finisce sul sito catalitico del 
lisozima.) 

Per localizzare il sito catalitico del lisozima, Phil- 
lips utilizzò una serie di modelli costruiti in modo 
da individuare come si potesse legare al sito cataliti- 
co un substrato più grande. La fessura del sito attivo 
del lisozima è sufficientemente lunga da contenere 
un oligomero (NAG);, che viene poi rapidamente 
idrolizzato dall’enzima (Tabella 14.2). Il quarto resi- 
duo di NAG (il residuo D nella Fig. 14.100) non sem- 
bra essere in grado di legarsi all’enzima, per il fatto 
che i suoi atomi C(6) ed O(6) sono troppo vicini ai 
residui amminoacidici Glu 57 e Trp 108 e al gruppo 
acetamidico del residuo di NAG in posizione C. Que- 
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C(3) 


Conformazione a sedia 


Conformazione a mezza sedia 


Figura 14.11 Gli anelli degli esosi assumono di solito una conforma- 
zione a sedia. E stato postulato che il legame al lisozima determina 
una distorsione dell'anello D in una conformazione a mezza sedia 
in cui gli atomi C(1), C(2), C(5) e 05) sono sullo stesso piano. 


Figura 14.12 Le interazioni del lisozima con il suo substrato. La parte 
più marcata degli anelli è posta verso l'esterno, mentre la parte meno 
marcata si trova sul fondo della fessura di legame del lisozima. (Co- 
pyright © Irving Geis.] 


sta interferenza sterica può essere eliminata distor- 
cendo l’anello glucosidico dalla sua forma normale 
a sedia ad una a mezza sedia (Fig. 14.11). Questa di- 
storsione, che rende coplanari gli atomi CA), C2), CB) 
ed 0(5) del residuo D, sposta il gruppo C(6)H,0H dal- 
la sua posizione normale equatoriale ad una posizio- 
ne assiale, dove non incontra interferenze steriche e 
può formare un legame idrogeno con il gruppo carbo- 
nilico del residuo amminoacidico Glu 57 (Fig. 14.12). 
Sempre mediante la costruzione di questi modelli, 
Phillips scoprì anche che i residui E ed F si legano 
apparentemente all’enzima senza subire modificazio- 
ni strutturali e formando un numero appropriato di 
legami idrogeno e di interazioni di van der Waals. 

Siamo ormai vicini a identificare il sito catalitico 
del lisozima. Nella molecola del substrato naturale 
dell’enzima, il residuo nella seconda posizione è sem- 
pre un NAM. Gli esperimenti con i modelli hanno 
indicato che una catena laterale lattilica si adatta ma- 
le ai sottositi di legame per i residui C ed E; quindi 
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i residui di NAM possono legarsi all’enzima a livello 
dei sottositi per i residui B, D ed F. 


+= NAG— NAM— NAG— NAM— NAG— NAM» (Fare) 


L'osservazione che il lisozima idrolizza il legame 
B1 —> 4) tra un residuo di NAM e uno di NAG, 
riduce il possibile punto di azione dell’enzima ai le- 
gami tra i residui B e C e tra i residui D ed E. Poiché 
il (NAG); si lega stabilmente e non viene idrolizza- 
to dal lisozima, risulta che il probabile sito di rottura 
è tra il residuo D e il residuo E. Questa conclusione 
è suffragata anche dagli esperimenti di John Rupley 
il quale osservò che il lisozima idrolizza in modo 
quantitativo il (NAG); tra il secondo e il terzo resi- 
duo a partire dall’estremità riducente (l’estremità con 
un C(1)—OH libero), proprio come ci si deve aspetta- 
re se l'enzima ha un sito attivo composto da sei sot- 
tositi e rompe tra i sottositi D ed E. 

Il legame che viene rotto dal lisozima è stato iden- 
tificato facendo avvenire l’idrolisi del (NAG); in 
H3/80. Il prodotto formato contiene il 80 legato al- 
l’atomo C(1) dell’estremità riducente appena genera- 
ta, dimostrando che il legame rotto è quello tra il 
C(1) e l'ossigeno O(1) che forma il ponte glicosidico: 


CH,0H 
— Lo A 
H/ 3 fa 0H 
NAc 

1804 Lisozima 
CH,0H 
o. 80H H 


Quindi il lisozima catalizza l’idrolisi del legame tra 
gli atomi C(1) e O(1) del residuo D del substrato che 
è legato al sito attivo. Inoltre, la reazione avviene con 
conservazione della configurazione, così che l’anello 
D rimane nella forma anomerica f. 


B. Il meccanismo catalitico 


[554] Ora restano da identificare i gruppi catalitici 
del lisozima. La reazione catalizzata dal lisozima, l’i- 
drolisi di un legame glicosidico, è la conversione di 
un acetale in un emiacetale. L’idrolisi acetalica non 


enzimatica è accelerata dalla catalisi acida che coin- 
volge una protonazione dell’atomo di ossigeno reat- 
tante, seguita dalla rottura del legame C—O (Fig. 
14.13). Ciò porta alla formazione di un carbocatione 
stabilizzato per risonanza chiamato ione ossonio. 
Per ottenere la massima sovrapposizione degli orbi- 
tali e quindi la stabilizzazione per risonanza, i grup- 
pi R ed R' dello ione ossonio devono essere coplanari 
con i suoi atomi di C, O ed H. Lo ione ossonio lega 
poi acqua per formare l’emiacetale e rigenerare l’a- 
cido catalizzatore libero. Per identificare i gruppi ca- 
talitici di un enzima che mediano l’idrolisi acetalica, 
dobbiamo trovare un potenziale acido catalizzatore 
e possibilmente un altro gruppo che possa ulterior- 
mente stabilizzare lo ione ossonio intermedio. 
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Figura 14.13 Meccanismo di idrolisi non enzimatica di un acetale 
a emiacetale catalizzata da un acido. La reazione procede mediante 
la protonazione di uno degli atomi di ossigeno dell’acetale, seguita 
dalla rottura del suo legame C—O per formare un alcol (R'OH) e 
un carbocatione stabilizzato per risonanza (ione ossonio). L'aggiunta 
di acqua allo ione ossonio produce l’emiacetale e rigenera l'H* ca- 
talizzatore. Notate che gli atomi C, O, H, R e R' sono sullo stesso piano. 


Il Glu 35 e lPPASP 52 
sono i residui catalitici del lisozima 


[555]! soli gruppi funzionali presenti nelle imme- 
diate vicinanze del centro reattivo del lisozima che 
hanno le caratteristiche catalitiche previste sono il 
Glu 35 e l’Asp 52. Questi residui sono disposti ai due 
lati del legame glicosidico 8(1 —> 4) che deve essere 
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rotto (Fig. 14.100). Le catene laterali dell’Asp 52 e 
del Glu 35 sono in ambienti completamente diversi. 
L’Asp 52 è circondato da residui polari e partecipa 
alla formazione del complesso intreccio di legami 
idrogeno che tengono legato il substrato. Si può pen- 
sare quindi che questo residuo abbia un valore di 
pK normale, cioè che sia nella forma non protonata 
e abbia una carica negativa netta tra pH 3 e pH 8, 
valori di pH a cui il lisozima esprime un'attività cata- 
litica. Al contrario, il gruppo carbossilico del Glu 35 
è in una regione predominantemente non polare do- 
ve, come abbiamo visto nel paragrafo 14.1D, è possi- 
bile che resti protonato anche a pH elevati in cui i 
gruppi carbossilici sono normalmente dissociati. La 
distanza tra gli atomi di ossigeno carbonilici dell’Asp 
52 e del Glu 35 e il legame C(1)—-O(1) del residuo D 
di NAG è di circa 3 À; per questa ragione essi sono 
i principali candidati per una catalisi elettrostatica 
e acida, i possibili meccanismi catalitici che il lisozi- 
ma potrebbe utilizzare. 


Il meccanismo di Phillips 


Con le informazioni che abbiamo visto prima, 
Phillips formulò il seguente meccanismo catalitico per 
il lisozima (Fig. 14.14): 


1. Il lisozima si attacca alle pareti batteriche legan- 
do una unità costituita da un esasaccaride. In que- 
sto processo, il residuo D assume una conforma- 
zione distorta a mezza sedia per le interferenze 
steriche tra il suo gruppo —C(6)H.0H e alcuni 
gruppi della proteina. 

2. Il glu 35 trasferisce un protone all’atomo 0(1) 
dell’anello D, il solo gruppo polare presente nel- 
le vicinanze (catalisi acida generale). Il legame 
CA1)-0(1) viene rotto generando uno ione ossonio 
a livello del C(1). 

3. Il gruppo carbossilico ionizzato dell’ Asp 52 stabi- 
lizza lo ione ossonio che si sta formando median- 
te un’interazione carica-carica (catalisi elettrosta- 
tica). Non si formano legami covalenti in quanto 
la distanza di 3 À tra il C(1) dell’anello D e l’ato- 
mo di ossigeno carbonilico dell’Asp 52 non lo con- 
sente. La rottura del legame glicosidico è facilita- 
ta dalla distorsione dell’anello D che è in una con- 
formazione planare a mezza sedia. La planarità 
è un requisito essenziale per la formazione dello 
ione ossonio. Quindi, la conformazione dell’anello 
D al momento del legame all’enzima è simile allo 
stato di transizione della reazione (catalisi da le- 
game dello stato di transizione; Fig. 14.15). 

4. A questo punto l’enzima rilascia la parte dell’oligo- 
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Lisozima, catena 
principale 


Lisozima, catena 
principale 


Figura 14.14 Il meccanismo proposto da Phillips per la reazione del 
lisozima. La rottura del legame glicosidico tra gli anelli D ed E del sub- 
strato avviene mediante una protonazione operata dal Glu 35 dell’os- 
sigeno che forma il ponte tra i due anelli. Il risultante ione ossonio sul- 
l'anello D viene stabilizzato dalla vicinanza del gruppo carbossilico 
dissociato dell’Asp 52 e l'enzima induce la distorsione dell’anello D. 
Una volta rilasciato l'anello E, una molecola di acqua dalla soluzione 
dona un gruppo ossidrilico OHT che si combina con lo ione ossonio 
e un H* che riprotona il Glu 35. NAc rappresenta il sostituente N- 
acetilammino legato al C(2) di ogni anello di glucosio. 


CH,0H 


H NHCOCH; 
CHy 
R=H (NAG) o —CE (NAM) 


COO” 


Figura 14.15 Lo stato di transizione in forma di ione ossonio dell’anel- 
lo D della reazione del lisozima viene stabilizzato per risonanza. Ciò 


richiede che gli atomi C(1), C(2), C(5) e O(5) siano coplanari (area co-. ‘ 


forata); l'anello di esosio deve assumere la conformazione a mezza sedia. 


EI) 
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saccaride a cui è legato l’anello che ha subito l’idro- 
lisi, generando un intermedio glicosil-enzima. 
Lo ione ossonio lega poi una molecola di acqua 
della soluzione e procedendo in senso contrario, 
rispetto alla tappa precedente, forma il prodotto 
e riprotona il Glu 35. La ritenzione della configu- 


fessura catalitica del lisozima su una delle facce 
dello ione ossonio. L’enzima rilascia alla fine l’a- 
nello D (il secondo prodotto) e l’altra parte del 
polisaccaride, avendo completato il ciclo catalitico. 


C. Verifica del meccanismo di Phillips 


[557]Il meccanismo di Phillips è stato postulato in 
gran parte sulla base di studi strutturali sull’enzima 
e delle conoscenze sul meccanismo non enzimatico 
di idrolisi degli acetali. Sono state poi ottenute tutta 
una serie di prove che supportano la validità del mec- 
canismo. 


Identificazione dei residui catalitici 

I gruppi cataliticamente importanti del lisozi- 
ma sono stati identificati sperimentalmente utilizzan- 
do reagenti specifici per i vari gruppi funzionali di 
una proteina (paragrafo 6.2). 

Asp 52 


L’agente etilante trietossonio fluoroborato 
reagisce con i gruppi carbossilici nel seguente modo: 


î 
R—-C—07 + [CHyCHy)}30*]BF7 
Trietossonio 
fluoroborato 


î 
R—_C—0—CH,CH3 + (CH3CHy))0 + BF 


Estere etilico Etere etilico 


A pH 4,5, questo composto reagisce solo con il grup- 
po carbossilico 8 dell’Asp 52 del lisozima. L’enzima 
monoesterificato così formato lega il substrato in ma- 
niera normale, ma è cataliticamente inattivo. Il resi- 
duo Asp 52 è quindi essenziale per l’attività enzima- 
tica. 


razione è dovuta alla protezione esercitata dalla. 
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Figura 14.16 L’'ossidazione con I, del lisozima porta alla formazione 
di un legame covalente tra le catene laterali del Glu 35 e del Trp 108. 


Glu 35 


Nell’enzima nativo, il Glu 35 forma contatti di 
van der Waals con il Trp 108 (Fig 14.10a). La reazio- 
ne del lisozima con l’I, porta all’ossidazione specifi- 
ca del Trp 108 (nessuno degli altri cinque residui di 
Trp della molecola viene modificato dal trattamento) 
generando una forma enzimatica totalmente inatti- 
va. La struttura ai raggi X dell’enzima trattato con 
I, ha rivelato l’esistenza di una sola modificazione 
chimica cioè la presenza di un legame covalente tra 
il Trp 108 e il Glu 35 (Fig. 14.16). Dopo ossidazione 
con I», la catena laterale del residuo Glu 35 risulta 
orientata diversamente, senza che questo pregiudichi 
il normale legame del substrato. Il Glu 35 è quindi 
essenziale per l’attività catalitica del lisozima. 


Verifica del coinvolgimento dei residui Asp 52 
e Glu 35 


L’analisi dell'andamento dell’attività catalitica 


del lisozima in funzione del pH (paragrafo 13.4) indi- 
ca che l’enzima ha due gruppi importanti per la ca- 
talisi i cui valori di pK sono rispettivamente 3,8 e 
6,7. Quest'ultimo valore viene attribuito al Glu 35, 
anche se è considerevolmente elevato per un gruppo 
carbossilico. Questa affermazione è suffragata dal fat- 
to che questa ionizzazione scompare dopo ossidazio- 
ne dell’enzima con I. 

Il solo altro residuo che potrebbe essere responsabile 
di questo valore di ionizzazione è una His, ma non 
vi sono residui di questo genere sufficientemente vi- 
cini al sito attivo. La scomparsa della ionizzazione 
con un pK di 3,8 dopo trattamento con trietossonio 
fluoroborato dimostra che essa è imputabile all’Asp 
52. L'insieme di queste osservazioni è in accordo con 
il meccanismo postulato da Phillips, cioè che il lisozi- 
ma sia attivo solo quando l’Asp 52 è ionizzato e il 
Glu 35 è invece protonato. 
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Il non coinvolgimento degli altri residui 


Gli altri gruppi carbossilici del lisozima diversi 
da quelli dell’Asp 52 e del Glu 35 non partecipano 
al processo catalitico e ciò è stato dimostrato facendo 
reagire l’enzima con reagenti specifici per il carbos- 
sile in presenza del substrato. Con questo trattamen- 
to è possibile ottenere un enzima attivo con tutti i 
gruppi carbossilici modificati, meno quelli dell’Asp 
52 e del Glu 35. Altri reagenti specifici che modifica- 
no per esempio residui di His, Lys, Met o Tyr, ma 
che non producono variazioni importanti nella strut- 
tura della proteina, non alterano di molto l’efficien- 
za catalitica del lisozima. 


Ruolo dello stiramento 


Molte delle ricerche meccanicistiche condotte 
sulla molecola del lisozima avevano come obiettivo 
quello di verificare il ruolo catalitico dello stiramen- 
to. Non tutti questi studi, come vedremo, sono in 
accordo con il meccanismo proposto da Phillips. 
Le misure degli equilibri di legame al lisozima di 
diversi tipi di oligosaccaridi hanno suggerito che tutti 
i residui saccaridici, eccetto quello al sottosito D, 
contribuiscono energeticamente a favorire il legame 


Sito Saccaride Energia libera di legame 
legato (kJ - mol-1) 
A NAG — 7,5 
B NAM — 12,3 
C NAG — 23,8 
D NAM + 12,1 
E NAG —7,1 
F NAM —7,1 


Fonte: CÒipman, D.M. e SHaron, N., Science; 165, p. 459, 1969. 


CH,0H CH,0H 
H H 
H H 
OH H To OH H 
‘o O 
H NHCOCH; H NHCOCKH; 
(NAG), (NAG); 


Figura 14.17 L'analogo &-lattone del (NAG)4. | suoi atomi C(1), O(1), 
C(2), C(5) e O(5) sono coplanari (area colorata) per effetto della riso- 
nanza, come nell'anello D dello stato di transizione della reazione 
del lisozima. 
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del substrato: il legame di un residuo di NAM al sot- 
tosito D richiede un supplemento energetico di 
12 kJ- mol-* (Tabella 14.3). Il meccanismo di Phillips 
tende a spiegare questa osservazione come una spesa 
energetica necessaria per far uscire l’anello D dalla 
sua conformazione preferenziale a forma di sedia e 
convertirlo in quella a mezza sedia. 


Abbiamo visto nel paragrafo 14.1F che un enzima: 


che catalizza una reazione mediante il legame prefe- 
renziale dello stato di transizione presenta di solito 
un’affinità più elevata per un inibitore che abbia una 
geometria strutturale simile allo stato di transizione 
di quella del substrato. L’analogo é-lattone del 
(NAG); (Fig. 14.17) è un analogo dello stato di tran- 
sizione del lisozima in quanto l’anello lattonico di que- 
sto composto ha una conformazione a mezza sedia 
che è geometricamente simile a quella dello stato di 
transizione (lo ione ossonio) proposto per l’anello D 
del substrato. Studi ai raggi X hanno poi dimostrato 
che questo inibitore si lega al lisozima ai sottositi 
A-B-C-D e che l’anello lattonico occupa il sottosito D 
in una conformazione a mezza sedia. 

Vi sono ora numerose prove che indicano che 
la distorsione del substrato non ha una funzione si- 
gnificativa nel meccanismo di catalisi del lisozima. 
Gli studi teorici di Michael Levitt e Arieh Warshel 
sul legame del substrato all’enzima hanno eviden- 
ziato che la proteina è troppo flessibile per distorcere 
meccanicamente l’anello D del substrato legato. Que- 
ste osservazioni suggeriscono anche che la stabiliz- 
zazione dello stato di transizione avviene mediante 
la spostamento da parte del substrato di numerose 
molecole di acqua dal sottosito D. L’eliminazione del- 
le molecole di acqua aumenta fortemente la capacità 
del gruppo carbossilico deprotonato dell’Asp 52 di 
stabilizzare elettrostaticamente lo ione ossonio dello 
stato di transizione. Questi studi arrivano a conclu- 
dere che una distorsione elettrostatica, piuttosto che 
sterica, è un fattore più importante per stabilizzare 
lo stato di transizione del lisozima. 

Altre informazioni sperimentali inerenti il mecca- 
nismo proposto da Phillips sono state ottenute da Na- 
than Sharon e da David Chipman i quali determina- 
rono le affinità di legame al sottosito D di alcuni sac- 
caridi confrontandole con le affinità di legame al li- 
sozima di diversi analoghi del substrato. L’inibitore 
NAG in forma lattonica si lega al sottosito D con affi- 
nità che è 9,2 kJ- mol”! più grande di quella del 
NAG normale. Questa entità corrisponde, secondo l’e- 
quazione [13.18], ad un aumento della velocità della 
reazione catalizzata dal lisozima di circa 30 volte, co- 
me risultato dello stiramento sterico (ricordate che 
la differenza tra l’energia di legame di un analogo 
dello stato di transizione e quella del substrato è di- 


HE 


i} Il 
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rettamente correlata all'aumento della velocità del- 
l’enzima che deriva dal legame preferenziale dello 
stato di transizione). Ma questo incremento dovuto 
alla distorsione sterica è solo una piccola parte di quel- 
lo totale operato dal lisozima (circa 108 volte) e rap- 
presenta solo il 20% del AAGÈ: (paragrafo 13.1C). 
Inoltre, un residuo di N-acetilxilosammina 
(XyINAc), 


H  NHCOCH; 


N-acetilxilosammina 


che manca dell’impedimento sterico generato dal 
gruppo —C(6)H20H nel NAG e nel NAM, ha un’affi- 
nità di legame al sottosito D (—-3,8 kJ - mol-! solo di 
poco superiore a quella del NAG (-—2,5 kJ- mol-1). 
Ricordiamo che il meccanismo di Phillips presume 
che siano le interferenze steriche generate dal grup- 
po —C(6)H,0H che promuovono la distorsione del- 
l’anello D. Le prove sperimentali non sono però in 
favore dell’ipotesi che la distorsione indotta enzima- 
ticamente dell’anello D del substrato sia un aspetto 
importante della catalisi del lisozima. Sembra proba- 
bile che l’anello D non assuma la conformazione a 
mezza sedia se non quando sia allo stato di transi- 
zione, nella forma di ione ossonio. Tenendo presenti 
le nostre ancora scarse cognizioni sulla energetica e 
sulla dinamica delle molecole proteiche, è possibile 
che il lisozima promuova la sua reazione portando 
l’anello D del substrato legato verso lo stato di transi- 
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zione senza distorcerlo in modo significativo. In ogni 
caso, a parte il fatto che la stabilizzazione dello stato 
di transizione è probabilmente elettrostatica e non 
dovuta ad una distorsione sterica, il meccanismo pro- 


x posto da Phillips risulta essenzialmente corretto. 


3. LE SERINA PROTEASI 


Il prossimo esempio di meccanismo enzimatico 
ci è fornito da una classe di enzimi proteolitici cono- 
sciuti come serina proteasi (Tabella 14.4). Questi en- 
zimi portano questo nome per il fatto che hanno un 
meccanismo catalitico comune che si basa su di un 
residuo di Ser particolarmente reattivo ed essenziale 
per la loro attività enzimatica. Le serina proteasi so- 
no forse la classe di enzimi meglio conosciuta; infatti 
sono circa 40 anni che vengono estensivamente stu- 
diate a livello cinetico e molecolare con sistemi chi- 
mici e fisici. In questo paragrafo analizzeremo le se- 
rina proteasi meglio caratterizzate, cioè la chimo- 
tripsina, la tripsina e l’elastasi. Vedremo anche 
come questi tre enzimi, che sono sintetizzati in for- 
me inattive, vengono attivati fisiologicamente. 


A. Cinetica e gruppi catalitici 


La chimotripsina, la tripsina e l’elastasi sono en- 
zimi digestivi che vengono sintetizzati negli acini 
pancreatici (Fig. 1.10c) e secreti attraverso il dotto 
pancreatico nel duodeno (la parte superiore dell’inte- 
stino tenue). Tutti e tre gli enzimi catalizzano l’idro- 


Enzima Fonte Funzione 
Tripsina Pancreas Digestione di proteine 
Chimotripsina Pancreas Digestione di proteine 

Elastasi Pancreas Digestione di proteine 
Trombina Siero di vertebrati Coagulazione del sangue 
Plasmina Siero di vertebrati Dissoluzione dei coaguli 
Callicreina Sangue e tessuti Controllo del flusso del sangue 


C1 del complemento Siero 
Proteasi acrosomiale Acrosoma di sperma 
Proteasi lisosomiale Cellule animali 


Cocoonasi Larve di falena 
Proteasi a-litica . Bacillus sorangium 
Proteasi A e B Streptomyces griseus 
Subtilisina Bacillus subtilis 


Fonte: Stroup, R.M., Sci. Am., 231, (1), p. 86, 1974. 


Lisi cellulare nella risposta immunitaria 
Penetrazione nell’ovulo 

Turnover di proteine cellulari 

Dissoluzione del bozzolo dopo la metamorfosi 
Probabilmente digestione 

Probabilmente digestione 

Probabilmente digestione 


di 

i 
Hi 
il 
I 
ti 
j 
i 


ii 
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lisi di legami peptidici (amidici), ma con diversa spe- 
cificità per le catene laterali dei residui che affianca- 
no il legame peptidico suscettibile (che deve essere 
rotto) (Tabella 6.2). L'insieme di questi enzimi forma 
un potente succo digestivo. . 


L’idrolisi di un estere come modello catalitico 


Il fatto che la chimotripsina possa agire sia co- 
me un’esterasi, sia come una proteasi non è partico- 
larmente sorprendente poiché i meccanismi chimici 
di idrolisi di un estere e di una amide sono quasi 
identici. Lo studio dell’attività esterasica della chimo- 
tripsina ha fornito importanti informazioni sul mec- 
canismo catalitico dell’enzima. Gli studi cinetici con- 
dotti da Brian Hartley sull’idrolisi catalizzata dalla 
chimotripsina del p-nitrofenilacetato 


CH3-C—0-€ © no, 


p-nitrofenilacetato 


H50 
Chimotripsina 

2H* 

Il a VAN 
CH:=C—07 + To wo, 


Acetato p-nitrofenolato 


hanno dimostrato che la reazione avviene in due fasi 
(Fig. 14.18): 


1. La «fase esplosiva» in cui si forma molto rapi- 
damente il composto intensamente colorato 
p-nitrofenolato in una quantità stechiometrica con 
la quantità di enzima attivo presente. 

2. La «fase lenta e costante» o stazionaria in cui il 
p-nitrofenolato viene generato a velocità ridotta 
rispetto alla prima fase, ma costante nel tempo 
e indipendente dalla concentrazione del substrato. 


Queste osservazioni sperimentali possono essere in- 
trepretate nei termini di una sequenza di due rea- 
zioni in cui (1) l'enzima prima reagisce rapidamente 
con il p-nitrofenilacetato rilasciando il p-nitrofenolato 
e formando un intermedio covalente acil-enzima, che 
(2) viene lentamente idrolizzato a enzima libero e 
acetato: i 


567 
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7A 
3 0 eo 
ì / hi 
i on È 
p-nitrofenolato 


Ù 
CH3—C— Enzima 
Intermedio acil-enzima 


Ho50 
slow 
ut 
î 
CH3_CT—-07 + Enzima 
Acetato 


La chimotripsina segue quindi un meccanismo Bi Bi - 


a ping pong (paragrafo 13.5A). L’idrolisi di un’amide 


catalizzata dalla chimotripsina segue un processo di 


reazione simile a quello dell’idrolisi di un estere, ma 


in questo caso la prima tappa della reazione, l’acila- ‘ 


zione dell’enzima, è la tappa che determina la velo- 
cità complessiva della reazione (e non quella di dea- 
cilazione). 


1 
\ 
08 mes 


[p-nitrofenolato] (MM) 
NO) 


2 4 6 8 10 12 i 


Tempo (min) 


Figura 14.18 Idrolisi del p-nitrofenilacetato catalizzata da due diverse 
concentrazioni di chimotripsina. L'enzima lega rapidamente il sub- 
strato e rilascia il primo prodotto, il p-nitrofenolato, ma il secondo 
prodotto, lo ione acetato, viene rilasciato molto più lentamente. Quindi 
la velocità di formazione del p-nitrofenolato è molto rapida all’inizio 
(fase esplosiva), ma tende a diminuire man mano che si accumula 
il complesso acil-enzima fino a che non diventa uguale a quella del 
rilascio dello ione acetato (fase stazionaria). Estrapolando le curve 
della fase stazionaria al tempo zero (curve tratteggiate) otteniamo la 
concentrazione iniziale di enzima attivo. (Fonte: HaRrttey, B.S. e Kik- 
BY, B.A., Biochem. J., 56, p. 294, 1954.) 
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Identificazione dei residui catalitici 


[36811 gruppi cataliticamente importanti della chi- 
motripsina sono stati identificati mediante studi di 
marcatura chimica. Questi esperimenti sono descrit- 
ti più avanti. 


Ser 195 


Il modo più semplice per stabilire la presenza 
di una Ser attiva in una serina proteasi è la reazio- 
ne con il diisopropilfosfofluoruro (DIPF): 


CH(CH3), 


î 
dà 
0) 


(Ser attiva) — CH,0H + 


I 
CH(CH;)a 
Diisopropil 
fosfofluoruro (DIPF) 


CH(CHgh 


î 
(Ser attiva) misi + HF 


î 
CH(CH3)g 
DIP-enzima 

che inattiva irreversibilmente l’enzima. Altri residui 
di Ser, compresi quelli della stessa proteina, non rea- 
giscono con questo composto. Il DIPF reagisce solo 
con la Ser 195 della chimotripsina, dimostrando che 
questo residuo amminoacidico è essenziale per la ca- 
talisi ed è la Ser attiva dell’enzima. 

L’uso del DIPF come agente in grado di inattivare 
gli enzimi è iniziato con la scoperta che i composti 
organofosforici, come il DIPF, sono potenti veleni ner- 
vini. La neurotossicità del DIPF è dovuta alla sua ca- 
pacità di inattivare l’acetilcolina esterasi, una seri- 
na esterasi che catalizza l’idrolisi dell’acetilcolina. 


(0) 
n I 
(CHg);N-CHo— CH, 0 (6; —CHg + Ho0 
Acetilcolina 
| Acetilcolin esterasi 


10) 
+ N, 3 
(CHg)};N-CHo—CH,2—0H + SEO 
Colina "0 


L’acetilcolina è un neurotrasmettitore che trasmette 
impulsi nervosi attraverso le sinapsi (giunzioni) tra 
alcuni tipi di cellule nervose (paragrafo 34.40). L’i- 
nattivazione dell’acetilcolinesterasi impedisce la ra- 
pida idrolisi dell’acetilcolina rilasciata dall’impulso 
nervoso e quindi interferisce con la normale trasmis- 
sione dei segnali nervosi. Il DIPF è così tossico per 
l’uomo da essere stato impiegato come gas nervino 
per scopi militari. I composti simili come il para- 
thion e il malathion, 


od o— ps 
. O--CH,CHgy 
Parathion 
si ssa 
ch =056 O— CHs 


IZ 
CHgs_ CHo -0-C- CHo O—CHgz 
Malathion 


sono usati invece come insetticidi, essendo più tossici 
x per gli insetti che per i mammiferi. 


His 57 


Un secondo importante residuo catalitico è sta- 
to scoperto mediante marcatura per affinità. Con 
questa tecnica, un analogo del substrato, che contie- 
ne un gruppo reattivo, si lega al sito attivo dell’enzi- 
ma e forma un legame covalente tra il suo gruppo 


reattivo e un gruppo suscettibile dell'enzima che sta 


nelle vicinanze (questo analogo reattivo del substra- 
to può essere considerato come una specie di «cavallo 
di Troia» della biochimica). I gruppi marcati per affi- 
nità possono essere successivamente riconosciuti me- 
diante fingerprint (paragrafo 6.1J). La chimotripsina 
lega in modo specifico il tosil-L-fenilalanina clo- 
rometil chetone (TPCK), 


O CH, 0 


(SS 
cn/_Yioraicant-ona 
a 


Tosil-1-fenilalanina clorometil chetone (TPCK) 
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[571][572] 


Chimotripsina Chimotripsina 
CHy "i (o) HCl CHy 
lait, 
N c=0 N 
È ca, 
His 57 TPCK ti P 
R 


Figura 14.19 La reazione del TPCK con l'His 57 della chimotripsina. 


poiché questo composto contiene un residuo di feni- 
lalanina (uno dei residui preferiti dalla chimotripsi- 
na; Tabella 6.2). Il gruppo clorometil chetone del 
TCPK legato al sito attivo è un potente agente alchi- 
lante; esso reagisce soltanto con l’His 57 (Fig. 14.19) 
inattivando l’enzima. La reazione del TPCK viene im- 
pedita dal £-fenilpropionato 


CHo— CH,— C00° 
8-fenilpropionato 


un inibitore competitivo della chimotripsina che pro- 
babilmente compete con il TPCK per il legame al sito 
attivo. La reazione del TPCK non avviene anche in 
presenza di urea 8M, un agente denaturante, oppu- 
re con la DIP-chimotripsina, in cui il sito attivo è già 
occupato e bloccato. Queste osservazioni conferma- 
no quindi che l’His 57 è un residuo essenziale del sito 
attivo della chimotripsina. 


B. Struttura ai raggi X 


[571]La chimotripsina bovina, la tripsina bovina e 
l’elastasi porcina sono enzimi strettamente omologhi: 
le strutture primarie di questi enzimi monomerici 
contenenti circa 240 residui amminoacidici sono iden- 
tiche per il 40% e le loro sequenze interne sono an- 
cora più simili (in confronto le catene a e #8 dell’emo- 
globina umana hanno un’omologia di sequenza pari 
al 44%). Tutti questi enzimi hanno una Ser attiva e 
una His cataliticamente essenziale, oltre a meccani- 
smi cinetici molto simili. Non è quindi sorprendente 
che queste proteine risultino simili anche all’analisi 
della loro diffrazione dei raggi X. 

Per confrontare nel modo migliore le strutture di 
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questi tre enzimi digestivi, è stato utilizzato lo stesso 
schema di numerazione degli amminoacidi. La chi- 
motripsina bovina viene sintetizzata sotto forma di 
precursore inattivo contenente 245 residui, chiama- 
to chimotripsinogeno, che viene poi convertito pro- 
teoliticamente a chimotripsina (paragrafo 14.3E). La 
numerazione dei residui amminoacidici nella chimo- 
tripsina, nella tripsina e nell’elastasi sarà quella dei 
corrispondenti residui nel chimotripsinogeno bovino. 

La struttura ai raggi X della chimotripsina bovina 
fu determinata da David Blow nel 1967, seguita dalla 
determinazione di quelle della tripsina bovina (Fig. 
14.20) da parte di Robert Stroud e Richard Dickerson 
e dell’elastasi porcina da parte di David Shotton e 
Herman Watson. Tutte e tre le proteine sono ripie- 


gate in due domini, i quali contengono estese regioni - 


in f-struttura antiparallela organizzate in strutture 
a barile; le regioni in a-elica sono molto limitate. I 
residui cataliticamente essenziali His 57 e Ser 195 so- 
no localizzati nel sito che lega il substrato insieme 
ad un altro residuo invariante (in tutte le serina pro- 
teasi), l’Asp 102, che è immerso in-una tasca inacces- 
sibile al solvente. Questi tre residui formano una co- 
stellazione collegata da legami idrogeno chiamata 
triade catalitica (Figg. 14.20 e 14.21). 


La specificità può essere spiegata strutturalmente 


[372 ]La struttura ai raggi X dei tre enzimi sopra 
menzionati ci spiega anche la base della diversa spe- 
cificità di substrato che esiste tra loro (Tabella 6.2): 


1. Nella chimotripsina, la grossa catena laterale idro- 
fobica del residuo preferito (Phe, Trp, o Tyr) che 
fornisce il gruppo carbonilico del legame peptidi- 
co suscettibile si adatta comodamente in una ta- 
sca idrofobica simile a una fenditura localizzata 
nelle vicinanze dei gruppi catalitici. 

2. Nella tripsina, il residuo corrispondente alla Ser 
189 della chimotripsina è un residuo anionico di 
Asp. Le catene laterali cationiche dei residui pre- 
feriti dalla tripsina (Arg e Lys) possono formare 
quindi un appaiamento ionico con l’Asp. La parte 
rimanente del sito di specificità è identico a quel- 
lo della chimotripsina e può quindi permettere 
l’ingresso delle grandi catene laterali della Lys e 
dell’Arg. 

3. L’elastasi è chiamata in questo modo perché idro- 
lizza rapidamente la proteina elastina ricca in Ala, 
Gly e Val praticamente indigeribile in altro modo 
(la struttura dell’elastina è discussa nel paragrafo 
7.2D). La tasca di legame dell’elastasi è in gran 
parte occupata dalle catene laterali di un residuo 
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Figura 14.20 Struttura ai raggi X della tripsina bovina. (a) Una rappre- 
sentazione schematica del complesso dell'enzima con un substrato 
polipeptidico in cui la catena laterale di una Lys occupa la tasca di 
specificità (zona punteggiata). Nel disegno è riportato lo scheletro 
di C, dell'enzima, i ponti disolfuro e le catene laterali dei residui 
della triade catalitica, Ser 195, His 57 e Asp 102. Il sito attivo della 
chimotripsina e dell’elastasi contiene una triade catalitica organizzata 
strutturalmente nello stesso modo. (Copyright © Irving Geis.) (b) Rap- 
Presentazione ottenuta al computer che mostra la superficie della trip- 
sina (in blu) sovrapposta al suo scheletro carbonioso (viola). Le cate- 
ne laterali dei residui della triade catalitica sono in verde. Le rappre- 
sentazioni in (a) e in (6) hanno lo stesso orientamento. (Per gentile 
concessione di Arthur Olson, Research Institute of Scripps Clinic.) 
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Triade 
catalitica 


+ - His 57 


Figura 14.21 | residui del sito attivo della chimotripsina. La vista è dall’esterno verso l'interno 
della proteina. La triade catalitica è costituita da: Ser 195, His 57 e Asp 102. (Fonte: BLow, 
D.M. e Stemz, T.A., Annu. Rev. Biochem., 39, p. 86, 1970.) ; 


ASp 102 


di Val e di Thr che sostituiscono le due Gly presenti 
invece nella tasca della specificità sia della chimotrip- 
sina che della tripsina. Di conseguenza l’elastasi, la 
cui tasca di legame del substrato è simile a una de- 
pressione, rompe i legami peptidici dopo residui non 
polari e con catene laterali piccole, in particolare do- 
po l’Ala. La chimotripsina e la tripsina idrolizzano 
questi legami peptidici molto lentamente in quanto 
questi substrati sono piccoli per la loro tasca e non 
vengono immobilizzati sufficientemente sulla super- 
ficie dell'enzima per una buona catalisi (paragrafo 
14.1E). 


Relazioni evolutive tra le serina proteasi 


Abbiamo osservato che le omologie strutturali 
e di sequenza tra le proteine sono un segnale delle 
loro relazioni evolutive (paragrafi 6.3 e 8.3). Le gran- 
di somiglianze che esistono tra la chimotripsina, la 
tripsina e l’elastasi indicano che le tre proteine si so- 
no evolute mediante duplicazione del gene di una se- 
rina proteasi ancestrale, seguita poi da una evoluzio- 
ne divergente degli enzimi così formati. 

Ulteriori informazioni sulle relazioni evolutive tra le 
serina proteasi sono derivate dagli studi su due seri- 
na proteasi di origine batterica. La proteasi A di 
Streptomyces griseus (SGPA) è una serina proteasi 
batterica con specificità chimotriptica, la cui struttu- 
ra ai raggi X è stata determinata da Michael James. 


Gly 193 


lle 16 


Chimotripsina 
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Figura 14.22 Rappresentazione schematica che mostra la posizione 
dei siti attivi nella subtilisina (sinistra) e della chimotripsina (destra) 
La Ser 221, l’His 64 e l’Asp 32 formano la triade catalitica della subti 
lisina. Lo scheletro peptidico dei residui Ser 214, Trp 216 e Gly 216. 
della chimotripsina e i corrispondenti residui della subtilisina creano 
interazioni con il substrato. (Fonte: ROBERTUS, J.D., ALDEN, R.A., BIRK 
TOFT, J.J., KRAFT, J., PoERS, }.D. e Wilcox, P.E., Biochemistry, 11, P. 
2449, 1972.) 


presenta una somiglianza strutturale considere- 
le, anche se l’omologia di sequenza non è più del 
. con le serina proteasi pancreatiche. Il gene pri- 
érdiale per la tripsina era evidentemente presente 
della divergenza tra procarioti ed eucarioti. 
‘subtilisina (isolata in origine dal Bacillus subti- 
\\è una serina proteasi la cui struttura primaria 
erziaria non presenta relazioni visibili con quelle 
lla chimotripsina. Ma, Joseph Kraut ha dimostrato 
che i gruppi catalitici del sito attivo di questo enzi- 
sono essenzialmente identici a quelli delle altre 
‘serina proteasi e sono organizzati nello spazio esatta- 
te nello stesso modo. Poiché l’ordine dei residui 
talitici nella sequenza è notevolmente diverso tra 
subtilisina e le altre serina proteasi pancreatiche, 
ra molto improbabile che anche questo enzima 
i.sia evoluto dallo stesso gene ancestrale. La chimo- 
tripsina e la subtilisina costituiscono apparentemen- 
e un esempio di evoluzione convergente: sembra 
‘he la natura abbia scoperto lo stesso meccanismo 
talitico almeno due volte. 


Meccanismo catalitico 


574]La considerevole omologia strutturale dei siti 
ttivi delle serina proteasi implica che anche i mec- 
canismi catalitici siano simili. Sulla base di una gran- 
e quantità di dati chimici e strutturali ottenuti in 
molti laboratori, è stato formulato il seguente mecca- 

ismo catalitico per le serina proteasi, qui riferito 
‘alla’ chimotripsina. 


Formazione dell’intermedio tetraedrico 
(tappa che limita la velocità) 


Dopo che la chimotripsina ha legato il substra- 


formare il complesso di Michaelis, 


a) Attaccco 
Sg nucleofilico 


ET, 
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polipetpidico 


Complesso di Michaelis 
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la Ser 195 attacca nucleofilicamente il gruppo carbo- 
nilico del legame suscettibile per formare un inter- 
medio tetraedrico (catalisi covalente). 


Î lo) CHy 
Ha Ser 
Moe HI N 195 
(e: e, CH 
= Pali 
H (0) 
R! | R 
NI VA 
LL 
/ \A 
H (0) 
Intermedio 
tetraedrico 


Studi ai raggi X hanno indicato che la Ser 195 è in 
una posizione ideale per condurre questo attacco nu- 
cleofilico (effetto prossimità e orientamento). L’anel- 
lo imidazolico dell’His 57 lega il protone che si libera 
formando uno ione imidazolico (catalisi basica gene- 
rale). Questo processo è aiutato dall’effetto polariz- 
zante del gruppo carbossilico ionizzato non idratato 
dell’ Asp 102, che forma un legame idrogeno con l’His 
57 (catalisi elettrostatica). La sostituzione nella tripsi- 
na dell’Asp 102 con un’Asn per mutagenesi sito spe- 
cifica (una tecnica descritta nel paragrafo 28.8) lascia 
praticamente immodificata la Ky del’enzima a pH 
neutro, ma riduce la kx a meno dello 0,05% del va- 
lore normale. Studi di diffrazione neutronica, che for- 
niscono informazioni simili a quelle della diffrazio- 
ne dei raggi X, ma visualizzano anche la posizione 
degli atomi di idrogeno, hanno dimostrato che l’Asp 
102 rimane in forma ionizzata, invece di strappare 
un protone dallo ione imidazolico per diventare un 
gruppo carbossilico scarico. L’esistenza dell’interme- 
dio tetraedrico, anche se transitoria, è stata accertata 
e confermata. Vedremo che la maggior parte del po- 
tere catalitico della chimotripsina deriva dal legame 
preferenziale dello stato di transizione (catalisi da le- 
game dello stato di transizione). 


Formazione dell’intermedio acil-enzima 


L’intermedio tetraedrico si decompone nell’in- 
termedio acil-enzima sotto la spinta della donazio- 
ne di un protone dall’atomo N(3) dell’His 57 (catalisi 
acida generale): 
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Il gruppo amminico che si viene a formare (R’NHi, 
il nuovo ammino-terminale della catena polipeptidi- 
ca rotta) viene rilasciato dall’enzima e sostituito con 
una molecola di acqua presa dal solvente. L’interme- 
dio acilenzima è molto instabile all’idrolisi a causa 
delle stesse proprietà catalitiche dell’enzima (vedi più 
avanti). È stata però evidenziata la struttura ai raggi 
X dell’intermedio acil-enzima dell’elastasi stabilizzan- 
do l’intermedio a una temperatura di — 55 °C, a cui 
la velocità della reazione enzimatica è alcuni ordini 
di grandezza più lenta. 


La tappa di deacilazione 


La deacilazione avviene con un meccanismo in- 
verso a quello di formazione dell’intermedio, produ- 
cendo il rilascio dall’enzima del gruppo carbossilico 
{il nuovo gruppo carbossi-terminale del secondo pro- 
dotto) e la concomitante rigenerazione dell'enzima 
libero (vedi formula a destra, in alto): 
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In questo processo è l’acqua il nucleofilo che attacca 


e la Ser 195 è il gruppo che se ne va. 


D. Valutazione del meccanismo catalitico 


La formulazione del modello che abbiamo di- 


scusso in precedenza per la catalisi delle serina pro- 
teasi ha impegnato numerosi ricercatori per dimo- 
strare la sua validità. In questo paragrafo vedremo 
alcune di queste ricerche. 


L’intermedio tetraedrico è presente 


nel complesso tripsina-inibitore della tripsina 


[579 ]La prova strutturale più convincente dell’esi- 
stenza dell’intermedio covalente è stata ottenuta da 
Robert Huber mediante studi sul complesso tra la trip- 
sina e l’inibitore della tripsina di pancreas bovi- 
no (BPTI). Il BPTI è una proteina di 58 residui, la 


cui struttura tridimensionale è stata esaminata nel 
paragrafo 8.1B, che si lega selettivamente alla tripsi- 


na inattivandola. Questa interazione serve a preveni- 
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re qualunque azione digestiva dannosa della tripsina 
che venga prematuramente attivata nel pancreas (pa- 
ragrafo 14.3E). Il BPTI si lega alla regione del sito 
attivo della tripsina formando un'interfaccia molto 
compatta contenente un complesso reticolo di lega- 
mi idrogeno. Questo complesso ha una costante di 
associazione di 10!5m!, il valore più elevato mai os- 
servato per un’interazione proteina-proteina. Questo 
fatto ci dice quanto sia importante la funzione del 
BPTI. 

La porzione del BPTI in contatto con il sito attivo 
della tripsina ricorda il substrato legato. La catena 
laterale della Lys 151 del BPTI (la I che segue il nu- 
mero del residuo serve a differenziare gli amminoa- 
cidi dell’inibitore da quelli della tripsina) occupa la 
tasca di specificità della tripsina (Fig. 14.230) e il le- 
game peptidico tra la Lys 151 e Ala 161 è nella stessa 


(a) 
Ser 195 
as 
O Alal6I 
O A 
SN 
DN Ca H 

(b) Lys 151 


Figura 14.23 Il complesso tripsina-BPTI. (a) La struttura ai raggi X 
mostra in questa sezione generata al computer come il BPTI si lega 
alla tripsina. La protrusione in verde che si estende nella cavità in 
fosso vicino nel centro del disegno rappresenta la catena laterale del- 
la Lys 151 che occupa la tasca della specificità della tripsina. Notate 
la complementarietà di queste due proteine. (Per gentile concessione 
di Michael Connolly, New York University.) (b) La Ser 195 della trip- 
sina, la Ser attiva, forma contatti di van der Waals molto stretti con 
il carbonio carbonilico del legame suscettibile del BPTI, che ha una 
configurazione piramidale distorta verso la Ser 195. La reazione pro- 
teolitica normale viene arrestata in un qualche punto lungo la coordi- 
Nata di reazione tra il complesso di Michaelis e l’intermedio tetraedrico. 


posizione del legame peptidico suscettibile del sub- 
strato (Fig. 14.23b). Ciò che è più rimarchevole in 
questa struttura è il fatto che il sito attivo nel com- 
plesso assume una conformazione ben avanti nella 
coordinata di reazione, verso l’intermedio tetraedri- 
co: l’atomo di ossigeno della catena laterale della Ser 
195 della tripsina, la Ser attiva, forma un contatto 
di van der Waals molto stretto (2,6 À) con l’atomo 
di carbonio carbonilico, con struttura piramidale di- 
storta, del legame peptidico «suscettibile» del BPTI. La 
reazione proteolitica non può procedere oltre questo 
punto lungo la coordinata di reazione per la rigidità 
del complesso sul sito attivo e per la sua compattezza 
che non consente il rilascio di nessun gruppo e l’in- 
gresso di una molecola di acqua nel centro di reazione. 


Gli inibitori delle proteasi sono piuttosto comuni in na- 
tura, dove svolgono funzioni di protezione e di regola- 
zione. Per esempio, alcune piante rilasciano inibitori 
di proteasi in risposta alla puntura o al morso di un 
insetto; ciò causa l’inattivazione degli enzimi proteoli- 
tici digestivi dell’invasore, impedendogli di nutrirsi. Gli 
inibitori delle proteasi costituiscono circa il 10% delle 
quasi 200 proteine del siero sanguigno. L’înibitore di 
proteasi a1, che viene secreto dal fegato, inibisce l’e- 
lastasi dei leucociti (i leucociti sono un tipo di globu- 
li bianchi; l’elastasi dei leucociti prende parte ai pro- 
cessi infiammatori). Alcune varianti patologiche dell’i- 
nibitore delle proteasi a, sono associate all’enfisema 
polmonare, una malattia degenerativa del polmone 
dovuta all’idrolisi delle fibre elastiche. I fumatori pos- 
sono andare incontro ad una diminuzione dell’attività 
dell’inibitore a, per l’ossidazione del residuo di metio- 
nina presente nel suo sito attivo. La normale attività 
dell’inibitore non viene recuperata se non alcune ore 
dopo aver fumato una sigaretta. 


Le serina proteasi legano preferenzialmente 
lo stato di transizione 


L’analisi comparativa della struttura ai raggi X 
di alcuni complessi serina proteasi-inibitore ha rive- 
lato le basi strutturali del meccanismo catalitico di 
questi enzimi (Fig. 14.24): 


1. La distorsione conformazionale che avviene con 
la formazione dell’intermedio tetraedrico deter- 
mina lo spostamento dell’ossigeno carbonilico del 
legame suscettibile più in basso nel sito attivo in 
modo da occupare una posizione vuota chiamata 
buco dell’ossianione. 

2. Ora si formano due legami idrogeno con l’enzima 
che non si possono generare quando il gruppo car- 
bonilico è nella sua conformazione trigonale nor- 
male. I due legami idrogeno, e i residui che li for- 
mano, furono scoperti per la prima volta da Kraut 
il quale osservò anche che essi occupavano le stesse 
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Figura 14.24 Stabilizzazione dello stato di transizione nelle serina 
proteasi: (a) Nel complesso di Michaelis il carbonio carbonilico del 
legame peptidico suscettibile viene conformazionalmente disturbato 
dal'buco dell’ossianione (in alto a sinistra). (b) Nell'intermedio tetrae- 
drico l'ossigeno carbonilico del legame suscettibile (l’ossianione) en- 
tra nel buco dell’ossianione e quindi può formare legami idrogeno 
con i gruppi NH dello scheletro dei residui Gly 193 e Ser 195. La 
conseguente distorsione conformazionale consente al gruppo NH del 
legame peptidico che precede quello suscettibile di formare un lega- 
me idrogeno, altrimenti impossibile, con la Gly 193. Le serina protea- 
si legano quindi preferenzialmente l’intermedio tetraedrico. (Fonte: 
ROBERTUS, }.D., ALDEN, R.A., BIRKTOFT, }.}., KRAFT, J., POERS, J).D. e Wit- 
cox, P.E., Biochemistry, 11, p. 2449, 1972.) 


posizioni nella chimotripsina e nella subtilisina. 
Egli propose l’esistenza del buco dell’ossianione 
basandosi sulla premessa che fosse stata un’evo- 
luzione convergente a costruire i siti attivi di que- 
sti enzimi strutturalmente non correlati, ma fun- 
zionalmente simili. 

3. La distorsione tetraedrica permette la formazio- 
ne di un legame idrogeno tra l’enzima e il grup- 
po NH dello scheletro covalente del residuo che 
precede il legame suscettibile. Di conseguenza, 


drici sia nel complesso di Michaelis che nell’inter- 
medio acil-enzima. 


Questo fenomeno è in gran parte responsabile del. 
l'efficienza catalitica delle serina proteasi. Infatti, la 
ragione della grande sensibilità delle serina proteasi 
al DIPF sta. nella struttura tetraedrica del gruppo fo- 
sforico di questo composto, che lo rende un analogo 
dello stato di transizione dell’enzima. 


La funzione della triade catalitica 


Nei primi lavori pubblicati su questo argomen- 
to veniva postulato che la catena laterale dell’His 57 
polarizzata dall’Asp 102 potesse sottrarre direttamen- 
te un protone dalla Ser 195, convertendo il suo grup- 
po debolmente nucleofilico CH.0H in uno ione alca- 
loide altamente nucleofilico, CH.07. 


î “H-0 
His 
Asp 57 
102 
CHy 
HyCk < Ser 


«Sistema di carica a relay» 


In questo processo la carica anionica dell’Asp 102 ver- 
rebbe trasferita mediante scambi tautomerici dell’His 
57 alla Ser 195. La triade catalitica era quindi chia- 
mata in origine sistema di carica a relay. Si è però 
ora compreso che questo meccanismo risulta impos- 
sibile in quanto uno ione alcossido (pK = 15) ha un’af- 
finità per i protoni molto maggiore dell’His 57 (pK 
di circa 7, misurato con tecniche all’NMR). Sembra 
improbabile che la Ser 195 venga attivata come nu- 
cleofilo da una polarizzazione mediante interazioni 
con la triade catalitica. Infatti, bloccando l’azione della 
triade catalitica per effetto di una metilazione speci- 


fica dell’His (mediante il trattamento della chimotrip- - 


sina con metil-p-nitrobenzene sulfonato, 
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si ottiene un enzima che è ancora un buon catalizza- 
tore: la velocità della reazione catalizzata è 2x 105 
volte più elevata di quella non catalizzata, mentre 
l'enzima nativo produce un aumento pari a circa 
101° volte. Evidentemente la triade catalitica. funzio- 
na alternativamente da fonte e da trappola per i pro- 
toni (catalisi acido-basica generale). Ciò che contribui- 
sce maggiormente all’efficienza catalitica della chimo- 
tripsina è quindi il legame preferenziale dello stato 
di transizione della reazione catalizzata. 


L’evoluzione della triade catalitica 


Le serina carbossipeptidasi, enzimi presenti 
nella maggior parte degli organismi superiori, com- 
preso l’uomo, non hanno particolari omologie di se- 
quenza con la famiglia delle serina proteasi come la 
chimotripsina e la subtilisina, ma hanno alcune pro- 
prietà in comune come l’inattivazione da diisopro- 
pilfosfofluoro (DIPF) e da reagenti specifici per resi- 
dui di His. La struttura ai raggi X della serina car- 
bossipeptidasi II estratta dalla crusca del grano ha 
rivelato che il suo sito attivo contiene una triade ca- 
talitica costituita dai residui Ser 146, His 397 e Asp 
338, la cui distribuzione spaziale è molto simile alla 
triade catalitica delle serina proteasi con struttura no- 
ta. La topologia dei ripiegamenti della serina carbos- 
sipeptidasi II è però completamente diversa da quel- 
la della chimotripsina o della subtilisina ed è sorpren- 
dentemente simile a quella carbossipeptidasi A (Fig. 
7.49a) che ha un meccanismo catalitico completamen- 
te diverso da quello delle serina proteasi (Fig. 14.32). 
La serina carbossipeptidasi II rappresenta quindi una 
terza classe di serina proteasi che hanno evoluto in- 


dipendentemente (convergenza) lo stesso meccanismo 
enzimatico. 

La struttura ai raggi X di due triacilglicerolo lipasi 
(un enzima digestivo; paragrafo 23.1), una isolata dal 
pancreas umano e l’altra dal fungo Mucor miehei ha 
dimostrato che anche questi enzimi contengono nel 
loro sito attivo una triade catalitica ed i residui di 
Ser, His e Asp hanno nella catena polipeptidica lo 
stesso ordine con cui si presentano nella serina car- 
bossipeptidasi II. Ci sono però ben poche altre somi- 
glianze tra queste lipasi e le serina proteasi (un con- 
fronto dettagliato tra queste lipasi e la carbossipepti- 
dasi II non è stata ancora riportata). 


E. Zimogeni 


Gli enzimi proteolitici vengono di solito biosin- 
tetizzati come grandi precursori inattivi conosciuti 
come zimogeni (i precursori enzimatici in genere 
vengono chiamati proenzimi). Nel caso degli enzi- 
mi digestivi la ragione di ciò è chiara: se questi enzi- 
mi fossero sintetizzati direttamente nelle loro forme 
attive, potrebbero digerire i tessuti che li stanno sin- 
tetizzando. La pancreatite acuta, una condizione 
talvolta fatale dovuta a traumi del pancreas, è carat- 
terizzata dalla prematura attivazione degli enzimi 
digestivi prodotti da questa ghiandola. 


Le serina proteasi 
vengono attivate automaticamente 


La tripsina, la chimotripsina e l’elastasi vengo- 
no attivate mediante il seguente meccanismo. 


Tripsina 


L’attivazione del tripsinogeno, lo zimogeno della 
tripsina, avviene in un processo a due tappe quando 
il tripsinogeno passa dal pancreas al duodeno. L’en- 
teropeptidasi (chiamata in origine enterochinasi), 
una serina proteasi secreta sotto controllo ormonale 
dalla mucosa del duodeno, rimuove in modo specifi- 
co un esapeptide dalla regione ammino-terminale del 
tripsinogeno formando l’enzima attivo (Fig. 14.25). 
La rottura proteolitica che porta all’attivazione del 
tripsinogeno avviene tra i residui Lys 15 e Ile 16, 
producendo un enzima attivo che ha il residuo Ile 
16 come ammino-terminale. Poiché il sito di rottura 
che porta all’attivazione è un sito sensibile all’azione 
anche della tripsina (ricordate che la tripsina rompe 
dopo residui di Arg o di Lys), la piccola quantità di 
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tripsina attiva prodotta dall’enteropeptidasi genera 
poi altra tripsina attiva e così via; l’attivazione del 
tripsinogeno è quindi un processo autocatalitico. 


Chimotripsina 


Il chimotripsinogeno viene attivato dalla speci- 
fica rottura triptica del legame peptidico Arg 15—Ile 
16, formando la r-chimotripsina (Fig. 14.26). La 
t-chimotripsina subisce un altro processo di autolisi 
(autodigestione) che determina il distacco di due di- 
peptidi, Ser 14-Arg 15 e Thr 147-Asn 148, producen- 
do la forma ugualmente attiva di a-chimotripsina 
(chiamata d’ora in avanti semplicemente chimotrip- 
sina). Il significato biochimico di quest’ultimo pro- 
x cesso è ancora sconosciuto. 
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4 Figura 14.25 L'attivazione del tripsinogeno per formare la tripsina 


avviene mediante la rimozione proteolitica dell’esapeptide N-terminale, 
catalizzata dalla enteropeptidasi e dalla stessa tripsina. La numerazio- 
ne usata nella figura è quella del chimotripsinogeno, cioè la Val 10 
è in effetti l’N-terminale del tripsinogeno e l’ile 16 è I’N-terminale 
della tripsina. 


Figura 14.26 L'attivazione del chimotripsinogeno mediante rottura 
proteolitica. La 7-chimotripsina e la a-chimotripsina sono enzimatica- 
mente attive. 


Ù 


Tripsina 


Chimotripsina 


Ser Arg 


Elastasi 


La proelastasi, lo zimogeno dell’elastasi, vie- 
ne attivato in modo simile al chimotripsinogeno da 
una singola rottura triptica che rimuove un piccolo 
peptide ammino-terminale. 


Strategie biochimiche che impediscono 
l’attivazione prematura degli zimogeni 


La tripsina attiva le procarbossipeptidasi A 
e B e la profosfolipasi A, (l’azione della fosfolipasi 
A è riportata nel paragrafo 23.1), come pure le se- 
rina proteasi pancreatiche. L’attivazione prematura 
della tripsina può, di conseguenza, innescare una se- 
rie di eventi che possono portare all’autodigestione 
del pancreas. La natura ha però sviluppato un elabo- 
rato meccanismo di difesa contro questa inappropriata 
attivazione della tripsina. Abbiamo già visto (para- 
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grafo 14.3D) che l’inibitore pancreatico della tripsina 
si lega praticamente irreversibilmente a qualsiasi mo- 
lecola di tripsina formata nel pancreas e la inattiva. 
Inoltre, l'attivazione del tripsinogeno catalizzata dal- 
la tripsina (Fig. 14.25) avviene abbastanza lentamen- 
te, forse a causa del numero insolitamente elevato 
di cariche negative presenti nell’esapeptide ammino- 
terminale, molto conservato nell’evoluzione, che re- 
spingono l’Asp nella tasca di specificità della tripsi- 
na. Infine, gli zimogeni pancreatici vengono conser- 
vati in vescicole intracellulari, chiamate granuli di 
zimogeno, le cui pareti membranose sono resistenti 
alla degradazione enzimatica. 


Gli zimogeni hanno siti attivi distorti 


Come mai gli zimogeni della tripsina, della chi- 
motripsina e dell’elastasi, che hanno tutti i residui 
catalitici, non esprimono l’attività catalitica? La strut- 
tura rivelata ai raggi X sia del tripsinogeno che del 
chimotripsinogeno ha dimostrato che dopo attivazio- 
ne il residuo amminoterminale Ile 16 appena forma- 
to si sposta dalla superficie della proteina in una po- 
sizione più interna dove il suo gruppo amminico ca- 
tionico libero forma una coppia ionica con il residuo 
invariante anionico Asp 194 (Fig. 14.21). A parte que- 
sta modificazione, la struttura di questi zimogeni è 
molto simile a quella delle loro corrispondenti forme 
attive. Sorprendentemente questa somiglianza inclu- 
de anche la triade catalitica, un’osservazione che portò 
alla scoperta che questi zimogeni sono, in realtà, en- 
zimaticamente attivi, anche se a livelli molto bassi. 
Un attento confronto tra le strutture degli zimogeni 
e quelle delle corrispondenti forme enzimatiche atti- 
ve ha rivelato poi il motivo di questa bassa attività 
dei precursori: le tasche della specificità e i buchi de- 
gli ossianioni degli zimogeni non sono correttamente 
formati; per esempio, il gruppo amidico NH della Gly 
193 della chimotripsina punta in una direzione sba- 
gliata per formare un legame idrogeno con l’interme- 
dio tetraedrico (Fig. 14.24). Quindi la bassa efficienza 
catalitica degli zimogeni deriva dalla loro incapacità 
di legare produttivamente il substrato e di stabiliz- 
zare lo stato tetraedrico intermedio. Queste osserva- 
zioni forniscono ulteriori evidenze strutturali a favo- 
re della funzione del legame dello stato di transizio- 
ne nel meccanismo catalitico delle serina proteasi. 


4. LA GLUTATIONE REDUTTASI 


Sia il lisozima che le serina proteasi catalizzano 


reazioni idrolitiche. 

Al contrario, il terzo enzima che inizieremo ora ad 
analizzare, la glutatione reduttasi, catalizza una 
reazione di ossido-riduzione, un tipo di reazione par- 
ticolarmente importante nei processi metabolici. Ab- 
biamo scelto di studiare la glutatione reduttasi, che 
catalizza sequenzialmente alcuni processi di trasferi- 
mento di elettroni, in quanto essa è uno dei pochi 
enzimi in cui è stato chiarito il percorso seguito da- 
gli elettroni. 

La glutatione reduttasi è un enzima praticamente 
ubiquitario che catalizza la riduzione NADPH- 
dipendente del glutatione ossidato (GSSG in for- 
ma di disolfuro) a glutatione ridotto (GSH): 


lo) 
+ Il Il _ 
HaN-CH-CHy- CHy- C-NH- CHO -NH=CH=000: 
CO0° CH 
= I 
[erolo) (o) CH; O 


+ | I 5 
HgN-CH-CH,_ CH, C-NH-CH-C-NH-CH,-C00 


Glutatione ossidato (GSSG) 


+ 
NADPH + H Glutatione 
NADPÌ reduttasi 
al 
st = 
2 HgN- aa CHo_ CH, C-NH- SESSENHE CHs_C00 
COO7 CHo 


Glutatione ridotto (GSH) 
(y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) 


(la struttura del NADP+ e del NADPH sono riporta- 
te nella Fig. 12.2). Questo processo produce un ecces- 
so di circa 100 volte di GSH (il rapporto tra GSH e 
GSSG è uguale a 100), il che consente al GSH di agire 
da agente riducente intracellulare (la termodinamica 
delle reazioni di ossido-riduzione è discussa nel pa- 
ragrafo 15.5). 

Per esempio, l’inattivazione della proteina (P) che ha 
gruppi SH liberi mediante la formazione ossidativa 
spontanea di disolfuri misti 


P_SH+P"—SH+1/20, ==P-S-S-P'+H:;0 


è resa reversibile dallo scambio di disolfuri con il GSH.- 
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591 


P_S—S-—P 


P G—SH 


P_SH + G-S-S_-P' 


6 Sh 


G_-S-S-G + HS-P 


Il GSH può agire anche da coenzima in alcune rea- 

zioni catalizzate enzimaticamente e ha una funzione 

importante nel trasporto degli amminoacidi in alcu- 
* ni tipi di cellule (paragrafo 24.4C). 


Il FAD è un coenzima redox essenziale 


La glutatione reduttasi contiene un gruppo pro- 
stetico per il trasferimento degli elettroni, il flavin- 
adenina dinucleotide (FAD; Fig. 14.27). Le flavi- 
ne (sostanze che contengono l’anello isoallossazini- 
co) possono andare incontro a due tipi di trasferi- 


Flavina adenin dinucleotide (FAD) 
(forma ossidata o chinonica) 


Ù 
H3C x 0 H- 
===> 
H3C Noa 
(0) 


FADH. (radicale o forma semichinonica) 


Isoallossazina 


FADH; (forma ridotta o idrochinonica) 
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mento degli elettroni, cioè il trasferimento sequen- . 
ziale di due elettroni, uno per volta, oppure il trasfe- 


rimento di due elettroni in una sola volta, saltando 
lo stato semichinonico. La glutatione reduttasi utiliz- 
za il trasferimento contemporaneo dei due elettroni 
e quindi il FAD non asssume mai la forma di radica- 
le. Lo stato ossidato della flavina in una flavoprotei- 
na (una proteina che contiene flavina) è facilmente 


identificabile in base alle caratteristiche dello spettro : 


di assorbimento della luce UV-visibile: il FAD è in- 
tensamente colorato in giallo, mentre il FADH, è sol- 
tanto debolmente colorato in giallo. 

L’uomo e gli altri animali superiori non sono in 


grado di sintetizzare il componente isoallossazinico . 
delle flavine e devono ricorrere alle sostanze presen. . 


ti nella dieta, per esempio dalla riboflavina (la vi- 
tamina B») (Fig. 14.27). La deficienza in riboflavina 
nell’uomo è piuttosto rara, in parte perché il legame 
tra il gruppo prostetico flavinico e la sua apoprotei- 


na è molto stabile. I sintomi di una deficienza da ri- ‘ 


boflavina, in genere associati a malnutrizione o a diete 


bizzarre, comprendono infiammazioni della gola, le- 


sioni agli angoli della bocca e dermatite. 


Figura 14.27 Formula molecolare 


adenin dinucleotide (FAD). Il ter- 
mine «flavina» è sinonimo di anel- 
lo isoallossazinico. Il residuo di 


del p-ribosio. Il FAD può essere 
Adenosina 
forma di radicale stabile FADH op- 
pure ridotto. completamente a 
FADH- (vedi i riquadri). Di con- 
seguenza gli enzimi che conten- 
gono il FAD possono passare ci- 
clicamente a diversi stati di ossi- 


saldamente all’enzima e si com- 
porta piuttosto da gruppo proste- 
tico che da cosubstrato, come nel 
caso del NAD*. 


î 
H3C Ò N O 
HgC Mega 
(6) . 


e reazione del coenzima flavina - {È 


D-ribitolo è un derivato alcolico ‘ 


ridotto da un solo elettrone nella - 


dazione. Il FAD è di solito legato — 


salsa] 
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‘ La glutatione reduttasi catalizza 


una reazione a due tappe 


La glutatione reduttasi degli eritrociti umani è 
costituito da due subunità identiche di 478 amminoa- 
cidi (52,4 kD per monomero) legate covalentemente 
tra loro da un ponte disolfuro intercatena. In assen- 
za di GSSG l’enzima catalizza la prima parte della 
reazione a due tappe: 


Prima fase E+NADPH+H* == EH, + NADP+ 


dove E rappresenta la glutatione reduttasi completa- 
mente ossidata e EH, è un intermedio stabile ridot- 
to da due elettroni la cui natura chimica verrà di- 
scussa tra poco. Dopo aggiunta di GSSG, l’intermedio 
EH, reagisce per formare i prodotti e completare il 
ciclo catalitico. 


Seconda fase EH, +GSSG == E +2GSH 


La reazione della glutatione reduttasi è molto più com- 
plessa di quanto possa sembrare da queste reazioni 
complessive. Vincent Massey e Charles Williams han- 
no dimostrato che /a glutatione reduttasi ossidata (E) 
contiene un ponte disolfuro «attivo» per le reazioni 
di redor e che EH, è la forma che ha accettato due 
elettroni mediante la rottura del ponte disolfuro e la 
formazione di un ditiolo. 


_ + 


S_S sui SUS la SH HS 
. Cai aa a Sì 


Usando arsenito, uno ione che complessa i ditioli vi- 
cinali (adiacenti), ma non i ponti disolfuro, essi pote- 
rono ottenere le seguenti informazioni: 


SH S 
+ A503 — 


SH Arsenito 3 


Vast OH + OH 


1. Lo spettro di assorbimento della luce della gluta- 
tione reduttasi non viene modificato dall’arsenito. 

2. Quando il NADPH reagisce con l’enzima in pre- 
senza di arsenito, la glutatione reduttasi in forma 
ridotta che viene prodotta reagisce con l’arsenito 
generando una specie enzimatica inattiva. 

3. Lo spettro di assorbimento della luce dell’EH, 

inattivo indica che il suo gruppo prostetico FAD 

è completamente ossidato. 


La glutatione reduttasi deve quindi avere un secon- 
do accettore di elettroni, oltre al FAD; gli esperimen- 
ti con l’arsenito ci dicono che questo accettore è un 
ponte disolfuro. 

La sequenza amminoacidica della glutatione redut- 
tasi indica che il ponte disolfiuro «attivo» nelle redox 
si forma tra le Cys 58 e 63, in una regione della cate- 
na polipeptidica dell'enzima altamente conservata. 
Quindi nella prima fase della reazione della glutatio- 
ne reduttasi, il NADPH riduce il disolfuro «attivo» 
dell’enzima e nella seconda fase il gruppo disolfuro 
ridotto trasferisce i due elettroni ricevuti al GSSG che 
diventa GSH. 


+ 


H 
Su HS\ i 
|E+ ivi e E + NADP' (prima fase) 
ST HST 
HS : Su 


E + G-S—-S—-G—»]| E + 2GSH (seconda fase) 
HS” SÉ 


La struttura ai raggi X della glutatione reduttasi 


La struttura ai raggi X della glutatione redutta- 
si di eritrociti umani, determinata da Georg Schulz 
e da Heiner Schirmer, indica che ogni unità mono- 
merica della proteina contiene una considerevole 
quantità di struttura secondaria ed è suddivisa in cin- 
que domini (Fig. 14.28). Il sito attivo è contenuto in 
almeno quattro di questi domini e il sito di legame 
per il GSSG è formato da entrambe le subunità (Fig. 
14.28b). Gli elettroni passano dal NADPH al FAD ri- 
ducendo quindi la flavina che, a sua volta, riduce 
il disolfuro «attivo» nelle reazioni redox ed infine il 
GSSG. La flavina è quasi completamente immersa nel- 
la proteina, in modo da impedire che la soluzione 
che circonda l’enzima possa interferire con il proces- 
so di trasferimento degli elettroni (il FADH, viene 
rapidamente ossidato dall’ossigeno, ma non il NADPH 
o il ponte disolfuro). 

L’organizzazione dei gruppi del centro catalitico 
della glutatione reduttasi e la sequenza di reazione 
sono illustrati nella Fig. 14.29. In assenza di NADPH, 
la catena laterale fenolica della Tyr 197 copre la tasca 
di legame della nicotinamide per impedire qualun- 
que contatto della flavina con la soluzione che cir- 
conda l’enzima (Fig. 14.29a). Questa catena laterale 
si sposta di lato in presenza di NADPH permettendo 
all’anello nicotinamidico di legarsi e di disporsi pa- 
rallelamente all’anello delia flavina dell’enzima com- 
pletamente ossidato E e sufficientemente vicino da 
formare interazioni di van der Waals con la flavina 


| 
Ì 
i 
Hi 
Ì 
iti 
H 
Ì 
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(b) 


Figura 14.28 La struttura ai raggi X dell'enzima dimerico glutatione 
reduttasi vista lungo il doppio asse di simmetria. (a) Lo scheletro dei 
C, con le due subunità mostrate con colori diversi. Gli atomi S del 
disolfuro «attivo» nelle reazioni redox sono rappresentati come sfere 
gialle e i gruppi prostetici FAD sono in arancio (i loro residui flavinici 
sono vicini ai disolfuri «attivi»). (Per gentile concessione di Arthur 
Olson, Research Institute of Scripps Clinic.) (6) Diagramma interpreta- 
tivo della parte (a) che mostra come ogni subunità è organizzata in 
cinque domini. Il dominio amminoterminale contenente 18 residui 
(linea tratteggiata) non è visibile nella struttura ai raggi X probabil- 
mente in quanto è legato flessibilmente al resto della proteina. Sono 
indicati i siti di legame per il NADPH, per il GSSG e per il FAD 
{non riportati nella parte a). Le due subunità sono covalentemente 
legate da un ponte disolfuro che attraversa il doppio asse di simme- 
tria. (Fonte: Pai, E.F. e ScHuLz, G.E., /. Biol. Chem., 258, p. 1753, 
1983.) 
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Figura 14.29 Il ciclo catalitico della reazione della glutatione redutta- 
si. Il centro catalitico è circondato dalla proteina e così i siti di legame 
per il NADPH e per il GSSG sono in tasche profonde. (a) L'enzima 
ossidato E. La catena laterale fenolica della Tyr 197 blocca l’accesso 
del solvente all'anello flavinico. | residui con il suffisso «primo» sono 


sull'altra subunità. (b) Il complesso tra il NADP+ e l'enzima ridotto ‘ 


EH2. La catena laterale fenolica della Tyr 197 è stata allontanata dal- 
l'anello nicotinammidico. li disolfuro «attivo» nelle reazioni redox 
è stato rotto e si sono formati due gruppi tiolici su entrambe le Cys 
58 e 63. Quello sulla Cys 63 forma un complesso di trasferimento 
di carica con l'anello flavinico (linea tratteggiata). (c) L'enzima ridotto 
stabile EH». La Tyr 197 blocca ancora l’accesso al FAD, prevenendo 
l'ossidazione dell'enzima da parte dell'ossigeno. (d) Il complesso 
EH2_GSSG. (e) Il disolfuro misto tra il GSH I e la Cys 58 si'è forma- 
to mediante l'attacco della Cys 58 sul GSSG, producendo GSH Il, 
che è stato rilasciato. (f) Il gruppo tiolico della Cys 63 attacca il disol- 
furo misto riformando il disolfuro «attivo» nelle redox e rilasciando 
il GSH I. (Fonte: Dougtas, K.T., Adv. Enzymol., 59, p. 150, 1987.) 


stessa (Fig. 14.30). Il sostituente H; dell’atomo pro- 
chiralico C(4) della nicotinamide ridotta, l’atomo di 
idrogeno che viene perso nella reazione della gluta- 
tione reduttasi, si viene a trovare vicino all’atomo 
N(5) della flavina, la posizione in cui possono entrare 
equivalenti riducenti durante la riduzione dell’anel- 
lo flavinico. Questa disposizione degli atomi nel cen- 
tro attivo è particolarmente significativo proprio alla 
luce del meccanismo catalitico che discuteremo tra 
poco. 


Il meccanismo catalitico 


La struttura ai raggi X della proteina non rive- 
la la posizione degli atomi di idrogeno né è in grado 
di individuare il passaggio degli elettroni. La via di 
trasferimento degli elettroni nella reazione della glu- 
tatione reduttasi è stata ugualmente stabilita dall’a- 
nalisi della struttura ai raggi X di una serie di inter- 
medi stabili della reazione enzimatica, corroborata 
da una varietà di altri dati enzimologici (Fig. 14.29). 


Prima tappa del ciclo catalitico: 
ossidazione del NADPH 


1. Il NADPH si lega all’enzima ossidato E e imme- 
diatamente riduce la flavina formando NADP*. 
La risultante forma anionica della flavina 
(FADH”) ha una vita molto breve. Il ponte disol- 
furo «attivo» nelle redox tra i due residui di Cys 
58 e 63 giace tra il sito di legame per il GSSG e 
l’anello flavinico, a livello della faccia opposta a 
quella in contatto con l'anello nicotinamidico. Studi 
spettroscopici e con modelli chimici hanno sug- 
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Tyr 197 


His 467° 
Glu 472' 


% Gal 
NADPH +H 1: 


Prima tappa: 
ossidazione 
del NAPDH 


Figura 14.30 Il complesso tra gli anelli flavinico (in nero) e nicotina- 
midico (in rosso), osservato nella struttura ai raggi X della glutatione 
reduttasi. I due composti planari eterociclici sono l'uno parallelo al- 
l'altro e così vicini da formare interazioni di van der Waals. La posi- 
zione dell'atomo S della Cys 63 sotto l'anello flavinico è indicata 
con un cerchio tratteggiato giallo. Anche questo atomo, che è un 
membro del disolfuro «attivo» nelle redox, forma contatti di van der 
Waals con l'anello flavinico. (Fonte: PAI, E.F. e ScHULZ, G.E., /. Biol. 
Chem., 253, p. 1755, 1983.) 


> 


ì Fi 


(e) E-S-S-G * GS 
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GSH 


Seconda tappa: 
riduzione del 
glutatione 


CH 
= 8 
7 


440 Capitolo 14 


gerito che il rapido trasferimento degli elettroni 
tra la flavina e il ponte disolfuro «attivo» nelle re- 
dox avvenga mediante la formazione transitoria 
di un legame covalente tra lo zolfo della Cys 63 
e l’atomo C(4a) della flavina. Ciò porta al rilascio 
della Cys 58 che acquista un protone dal solvente 


Anione FADHT 


Ss 
oi 
Cys 683— CH, CHo— Cys 58 
Disolfuro «attivo» nelle reazioni redox 


"i 
H3C N SL 
N 
H3C N 
3 N H 
H (0) 


| 
Cys 63— CH, CHo_ Cys 58 
Addotto covalente 


È 


FAD 


R 
[ 


H3C N 


si di 


(o) 
SH 


Hi 
/ 
—_ Munn 


| 
Cys 63 — CHo CHo— Cys 58 
Complesso per il trasferimento di carica 


Figura 14.31 La reazione di trasferimento degli elettroni dall’anione 
FADH” ridotto nella glutatione reduttasi al disolfuro «attivo» nelle 
reazioni redox dell'enzima. (1) Formazione di un legame covalente 
tra l'atomo C(4a) della flavina e l'atomo di zolfo della Cys 63, con 
contemporanea formazione del gruppo tiolico sulla Cys 58. (2) Col- 
lasso del legame C(4a)—S per formare un complesso per il trasferi- 
mento di carica (linea tratteggiata) tra il risultante gruppo tiolico della 
Cys 63 e il FAD. L'atomo S della Cys 63 è localizzato al di fuori 
del piano dell'anello flavinico, come è indicato nella Fig. 14.30. 
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formando un gruppo tiolico (Fig. 14.31, Tappa 1). 
L’addotto covalente Cys 63—flavina collassa rapi- 
damente formando un complesso per il trasfe- 
rimento di carica (un’interazione non covalente 
in cui una coppia di elettroni viene parzialmente 
trasferita da un donatore, in questo caso il grup- 
po tiolico della Cys 63, ad un accettore, in questo 
caso l’anello flavinico ossidato; Fig. 14.31, Tappa 2). 
2. Il rilascio del NADP* produce la glutatione re- 
duttasi ridotta EH. Questo modello di catalisi è 
suffragato dall’analisi della struttura della forma 
EH, che indica che il ponte disolfuro «attivo» è 


aperto e il gruppo tiolico della Cys 63 è in contat- : 
to con l’anello flavinico, vicino alla posizione oc- . 


cupata dal suo atomo C(4a) (Fig. 14.30). Il colore 
rosso dei cristalli della forma EH; è un indice del- 
la presenza del complesso di trasferimento di ca- 
rica (il colore giallo dei cristalli della glutatione 
reduttasi ossidata è invece un indice della presen- 
za di FAD ossidato). 


Seconda tappa del ciclo catalitico: 
riduzione del glutatione 


3. La seconda tappa della reazione della glutatione 


reduttasi inizia con il legame del GSSG alla forma . 


EHa. 

4. L’atomo Ssg (del gruppo tiolico della Cys 58) at- 
tacca in modo nucleofilico l’atomo S; (l'atomo di 
zolfo dell’unità GS più vicina alla Cys 58) forman- 
do un disolfuro misto e GSy libero. L’His 467’ 
promuove questa reazione sottraendo il protone 
all’atomo Ssg (catalisi basica generale; i residui in- 
dicati con il segno «primo» fanno parte dell’altra 


subunità). Il Glu 472”, l’His 467’ e la Cys 58 sono 


organizzati in modo simile alla triade catalitica 
delle serina proteasi (paragrafo 14.3B), dove la Cys- 
SH sostituisce la Ser-OH. 

5. Il GS viene protonato dall’His 467’ (catalisi acida 
generale) e il prodotto GSH viene rilasciato dal- 
l'enzima. 


6. Nella tappa finale della reazione della glutatione 
reduttasi il gruppo tiolico della Cys 63 attacca nu- 


cleofilicamente l’atomo Ssg per rompere il disol- 
furo misto e riformare il ponte disolfiuro «attivo» 
nelle redox. L’His 467’ può funzionare in questo 
processo sia da trappola che da fonte di protoni. 
Il secondo GSH viene quindi rilasciato dall’enzi- 
ma, completando il ciclo catalitico. 


L’analisi della struttura di raggi X della glutatione 


reduttasi in complesso con diversi substrati e analo- - 


ghi del substrato a una risoluzione maggiore ha con- 
fermato il meccanismo enzimatico descritto prima. 
L'anello nicotinamidico è anche più strettamente so- 
vrapposto all’anello flavinico di quanto sia indicato 
nella Fig. 14.30. 

Rispetto al meccanismo riportato nella Fig.14.29, la 
Cys 63 del disolfuro attivo nel suo stato ridotto for- 
ma uno ione tiolato (--S7) invece di essere sotto for- 
ma di gruppo sulfidrilico (- SH). L'importanza del- 
l'anello imidazolico dell’His 467 come accettore/do- 
natore di protoni nella riduzione del glutatione è sta- 
ta stabilita mediante mutazioni sito-dirette. L’enzi- 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


La maggior parte dei meccanismi di catalisi han- 
no ampi precedenti nelle reazioni catalitiche organi- 
che. Le reazioni catalizzate da acidi o basi avvengo- 
no rispettivamente mediante la donazione o la sot- 
trazione di un protone da un reattante per stabiliz- 
zare il complesso dello stato di transizione della rea- 
zione. Gli enzimi utilizzano spesso catene laterali io- 
nizzabili di amminoacidi come catalizzatori acido- 
base generali. La catalisi covalente coinvolge l’attacco 
nucleofilico del catalizzatore sul substrato per formare 
transitoriamente un legame covalente seguito dalla 
stabilizzazione elettrofilica di una carica negativa che 
si sviluppa nello stato di transizione della reazione. 
Varie catene laterali amminoacidiche delle proteine 
e alcuni coenzimi possono agire da catalizzatori co- 
valenti. Gli ioni metallici, componenti piuttosto comuni 
degli enzimi, catalizzano le reazioni stabilizzando le 
cariche negative che si sviluppano in maniera simile 
alla catalisi acida generale. Le molecole di acqua le- 
gate agli ioni metallici sono fonti di ioni OH” a pH 
neutro. Gli ioni metallici catalizzano le reazioni pro- 
teggendo le cariche negative dei substrati legati agli 
enzimi. L’organizzazione delle cariche intorno a un 
sito attivo con bassa costante dielettrica e distribuite 
in modo da stabilizzare il complesso dello stato di 
transizione risulta nella catalisi elettrostatica della 
reazione enzimatica. Gli enzimi catalizzano le loro 
reazioni avvicinando i substrati (prossimità) con il 
giusto orientamento. Il legame dei substrati all’enzi- 
ma in una reazione bimolecolare determina l’arresto 
dei loro movimenti, fatto che porta ad un aumento 
della velocità di reazione. Il legame preferenziale del- 
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ma mutato in cui questo residuo è stato sostituito con 
Gin ha soltanto l’1% dell’attività catalitica dell’enzi- 
ma normale. 

In questo capitolo abbiamo discusso i vari meccani- 
smi che gli enzimi utilizzano nella catalisi delle rea- 
zioni e abbiamo osservato in dettaglio come alcuni 
di essi vengono usati in tre sistemi tra i meglio cono- 
sciuti. Continueremo la nostra discussione sui mec- 
canismi catalitici degli enzimi anche in altre parti 
del testo, utilizzando quei principi che abbiamo sta- 
bilito ora ed applicandoli a enzimi diversi che incon- 
treremo lungo la nostra strada. 


lo stato di transizione di una reazione catalizzata 
da un enzima, rispetto al legame del substrato, è un 
altro meccanismo per l’aumento della velocità della 
reazione. Gli analoghi dello stato di transizione sono 
potenti inibitori competitivi, in quanto si legano al- 
l’enzima più saldamente del corrispondente substrato. 
Il lisozima catalizza l’idrolisi dei legami 61 —> 4) 
del poli(NAG—NAM), il polisaccaride della parete bat- 
terica, come pure dei legami del poli(NAG). Secondo 
il meccanismo proposto da Phillips, il lisozima lega 
un esasaccaride e distorce l’anello D del substrato dal- 
la conformazione a sedia a quella planare (mezza se- 
dia) dello ione ossonio dello stato di transizione. Se- 
gue quindi la rottura del legame C(1)--0(1) tra gli anelli 
D ed E, mediante la donazione di un protone da par- 
te del Glu 35. Infine, lo ione ossonio dello stato di 
transizione viene stabilizzato elettrostaticamente dal 
gruppo carbossilico dell’Asp 52 presente nelle vicinanze 
e l’anello E può essere sostituito da un OH per for- 
mare il prodotto idrolizzato. Il ruolo del Glu 35 e del- 
l’Asp 52 nella catalisi del lisozima è stato verificato 
mediante modificazioni chimiche mirate. Studi teori- 
ci e sul legame di inibitori hanno suggerito che la de- 
formazione del substrato non è il fatto cataliticamente 
determinante nel lisozima. Sembra molto più proba- 
bile che la stabilizzazione elettrostatica dello stato 
di transizione sia il fattore che porta all’aumento più 
consistente della velocità della reazione del lisozima. 
Le serina proteasi costituiscono un’ampia ed etero- 
genea classe di enzimi proteolitici che sono caratte- 
rizzati dal fatto di possedere un residuo di Ser parti- 
colarmente reattivo. Gli enzimi digestivi sintetizzati 
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nel pancreas tripsina, chimotripsina ed elastasi han- 
no sequenza e strutture tra loro simili, ma hanno 
una diversa specificità per le catene laterali dei loro 
substrati. Tutti e tre gli enzimi possiedono nel sito 
attivo una triade catalitica costituita da Asp 102, His 
57 e Ser 195. La subtilisina, una serina proteasi evo- 
luzionariamente non correlata alle proteasi pancrea- 
tiche (è di origine batterica), ha essenzialmente la stes- 
sa geometria nel sito attivo. Il processo catalitico del- 
le serina proteasi viene iniziato da un attacco nucleo- 
filico della Ser attiva sull’atomo di carbonio carboni- 
lico del legame peptidico suscettibile, per formare un 
intermedio tetraedrico che rappresenta lo stato di tran- 
sizione. Questo intermedio tetraedrico, che viene sta- 
bilizzato mediante legame preferenziale al sito attivo 
dell’enzima, si decompone in un intermedio acil- 
enzima sotto l’azione della donazione di un protone 
da parte dell’His 57 polarizzata dall’Asp 102. Dopo 
la sostituzione del gruppo che esce con una molecola 
di solvente (acqua) il processo catalitico procede in sen- 
so inverso per formare il secondo prodotto e rigenera- 
re l’enzima libero. La coppia His 57 - Asp 102 funzio- 
na quindi da trasportatore di protoni. La Ser attiva 
non è insolitamente reattiva, ma è situata in modo 
ideale per produrre un attacco nucleofilico sul legame 
peptidico suscettibile attivato. La struttura ai raggi 
X del complesso tripsina-BPTI suggerisce l’esistenza 
di un intermedio tetraedrico. Le serina proteasi pan- 
creatiche vengono sintetizzate in forma di zimogeni 
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PROBLEMI 


1. Spiegate perché il y-piridone non è un efficace cata- 
lizzatore della mutarotazione del glucosio, se para- 
gonato all’a-piridone. Come sarà il 8-piridone? 


(9) COS 


| 
Li CHR 
Glu 270— 0 _ , 
DA NH 
‘H 


Complesso di Michaelis 


Attacco 
dell’acqua 


Glu 270-C 


Zn 
Z|N 
Intermedio tetraedrico 


Rottura del 
legame suscettibile 


Pa 
Glu 270 — Cl H H 


Z| N 
Complesso enzima-prodotto 


Figura 14.32 Meccanismo della carbossipeptidasi A. 
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«Three-dimensional structure of glutatione reductase at 


2 


Wi.Lams, C.H.Jr., (1976), Flavin-containing dehydrogena-. 


À resolution», J. Mol. Biol., 152, pp. 763-782. 


ses, in BoyER, P.D., (curatore), The enzymes, Vol. 13, 3? 
* ed., pp. 89-173, Academic Press. 


2. 


4. 


*5. 


L’RNA viene idrolizzato rapidamente in una solu- 
zione alcalina formando una miscela di nucleotidi i 
cui gruppi fosforici sono legati o alla posizione 2‘ 
o alla posizione 3’ del residuo di ribosio. Il DNA, 
che manca dell’ossidrile in posizione 2’, è resistente 
all’idrolisi alcalina. Spiegate il perché. 


La carbossipeptidasi A, un enzima contenente Zn?+, 
idrolizza il legame peptidico C-terminale di polipep- 
tidi (paragrafo 6-1A). Nel complesso enzima-substrato. 
lo ione Zn** è coordinato coù tre catene laterali del- 
l'enzima, con l’ossigeno carbonilico del legame pep- 
tidico suscettibile e con una molecola di acqua. Nella 
Fig. 14.32 è riportato un modello plausibile del mec- 
canismo di reazione dell’enzima che tiene conto sia 
delle osservazioni strutturali ai raggi X sia di quelle 
enzimologiche. Qual è la funzione dello ione Zn?* 
e del Glu 270 in questo meccanismo? 


Nella seguente reazione di formazione di un lattone, 
OH 0,20 
SERIE Î 
CH 
= 2 2 
— CH, C 
Ve CH 000 > 
R R_R R 


la velocità relativa di reazione quando R=CH3 è 
3,4x 101 volte maggiore di quando R=H. Spiegate 
perché. 


Derivate un’equazione analoga alla [14.11] per un en- 
zima che catalizza la reazione 


A+B——>P 


Assumete che l’enzima leghi per primo A e poi B. 


E+A+B="EA+B ==="EAB —>» EP 


Suggerite un analogo dello stato di transizione per 
la prolina racemasi, diverso da quello discusso nel 
testo. Giustificate i vostri suggerimenti. 


. Wolfenden ha detto che è senza senso cercare di di- 
stinguere tra «siti di legame» e «siti catalitici» degli. 


enzimi. Spiegate perché. 
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8. 


8. 


*11. 


D 


13. 


14. 


Spiegate perché l’ossalato (T00CCOO”) è un inibi- 
tore della ossalacetato decarbossilasi. 


Alla luce delle informazioni fornite in questo capito- 
lo, sapete spiegare perché gli enzimi hanno molecole 
così grandi? Perché i siti attivi sono sempre localiz- 
zati in fessure o depressioni nell’enzima e non in pro- 
trusioni? 

Potete predire l’effetto sulla catalisi del lisozima del- 
la sostituzione di Phe 34, Ser 36 e Trp 108 con Arg, 
assumendo che questa modificazione non alteri so- 
stanzialmente la struttura della proteina? 


L’incubazione di (NAG); con il lisozima porta alla 
formazione di (NAG); e di (NAG),. Potete proporre 
un meccanismo per questa reazione? Quale aspetto 
del modello di Phillips viene confermato da questa 
reazione? 


Perché il seguente tetrasaccaride con legami f 
(1—> 4)si 
CH,0H 
H O, OH 
H 


NAG-_NAM—NAG_-0 
= 


H NHCOCH, 


lega al lisozima con un’affinità 100 volte superiore 
a quella del NAG-NAM-NAG-NAM? 


Una delle maggiori difficoltà che si incontrano nello 
studio delle serina proteasi pancreatiche è dovuta al 
fatto che questi enzimi, essendo essi stessi proteine, 
vanno incontro a una autodigestione. Questo proble- 
ma è meno rilevante per soluzioni di chimotripsina, 
rispetto a soluzioni di tripsina o di elastasi. Perché? 


Il confronto tra le geometrie dei siti attivi della chi- 
motripsina e della subtilisina, assumendo che l’even- 
tuale somiglianza abbia una qualche rilevanza catali- 
tica, ha portato ad una migliore comprensione dei 
meccanismi di entrambi gli enzimi. Discutete la vali- 
dità di questo approccio. 
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15. La benzamidina (K;=1,8x 1075M) e la leupeptina 
pa — mM 
(K;=3,8x 1077M) ° ° 
CH3C— Leu—Leu—NH—OH—CH 


(CH2)g 
sa 
Cc Cc 
CS PAS 
HjN NHÉ HN NHÉ 
Benzamidina Leupeptina 


sono specifici inibitori competitivi della tripsina. Iden- 
tificate analoghi della leupeptina che inibiscano la chi- 
motripsina e l’elastasi. 
16. I derivati trigonali dell’acido borico hanno una ten- 
denza molto elevata a formare addotti tetraedrici. L’a- 


cido 2-feniletil borico 


Je 
( \ CHo_ CHo_ x: 
OH 


. Acido 2-feniletil borico 


è un inibitore della subtilisina e della chimotripsina. 
Definite la struttura di questi complessi enzima- 
inibitore. 


17. Il «tufw», un fagiolo con un alto contenuto proteico 
largamente usato nell’Estremo Oriente, viene prepa- 
rato in modo da allontanare l’inibitore della tripsina 
presente nel fagiolo. Potete spiegare il perché? 


18 


Perché la chimotripsina non è in grado di autoatti- 
varsi, come la tripsina? 


19. La reazione della glutatione reduttasi in presenza di 
un eccesso di NADPH e di arsenito produce una for- 
ma non fisiologica dell’enzima ridotta da quattro elet- 
troni. Qual è la natura chimica di questa specie enzi- 
matica cataliticamente inattiva? 


20. La glutatione reduttasi ridotta da due elettroni, ma 
non l’enzima completamente ossidato, è in grado di 
reagire con lo iodoacetato (ICH3C007), generando 
una forma enzimatica inattiva. Spiegate il perché. 


Il citocromo c, illuminato dal suo singolo atomo 
di carbonio. La catena amminoacidica 
laterale interna è mostrata in rosso. 


1. Le vie metaboliche 


‘ 2. Meccanismi delle reazioni organiche 
A. La logica chimica 
B. Reazioni di trasferimento di gruppo 
C. Ossidazioni e riduzioni 
D. Eliminazioni, isomerizzazioni e riarrangiamenti 
E. Reazioni che formano e rompono legami carbonio-carbonio 


3. Approcci sperimentali allo studio del metabolismo 
A. Inibitori metabolici, studi di crescita e genetica biochimica 
B. Gli isotopi in biochimica 
C. Organi isolati, cellule e organelli subcellulari 


4. Termodinamica dei composti contenenti fosfato 
A. Reazioni di trasferimento del gruppo fosforico 
B. L'energia nei «composti ad alta energia» 

C. Il ruolo dell'ATP 


5. Reazioni di ossido-riduzione 
A. L'equazione di Nernst 
B. Misure dei potenziali redox 
C. Gradienti di concentrazione 


6. La termodinamica della vita 
A. | sistemi viventi non possono essere all'equilibrio 
B. La termodinamica dei sistemi non all’equilibrio 

e lo stato stazionario 
C. Termodinamica dei controlli metabolici 
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Introduzione 
al metabolismo 


Gli organismi viventi non sono all’equilibrio. Essi 


richiedono invece un continuo apporto di energia li- . 


bera per mantenere un ordine interno in un univer- 
so teso a rendere massimo il disordine. Il metaboli- 
smo è il complesso dei processi mediante i quali gli 
organismi viventi acquistano ed utilizzano l’energia 
libera di cui hanno bisogno, per portare a termine 
le loro varie funzioni. Tutto ciò è reso possibile nei 
sistemi viventi dall’accoppiamento tra le reazioni 
esoergoniche delle sostanze nutrienti con i processi en- 
doergonici richiesti per mantenere lo stato vivente, co- 
me la capacità di produrre un lavoro meccanico, il 


trasporto attivo di molecole contro un gradiente di - 
concentrazione e la biosintesi di molecole complesse. 


Come fanno i sistemi viventi ad acquisire questa ener- 
gia libera così necessaria? E qual è la natura di questi 


processi che accoppiano l’energia? I fototrofi (le pian-. 


te e alcuni tipi di batteri) ricavano energia libera dal 
Sole mediante la fotosintesi, un processo in cui l’e- 
nergia della luce solare viene utilizzata per favorire 
le reazioni endoergoniche di conversione della CO, 
e dell’H,0 in carboidrati ed O; (Capitolo 22). I che- 
miotrofi ricavano invece l’energia libera dall’ossida- 
zione di composti organici (carboidrati, lipidi, pro- 


teine), ottenuti da altri organismi, quasi sempre i fo- . 


totrofi. Questa energia libera viene molto spesso ac- 
coppiata alle reazioni endoergoniche mediante la sin- 


tesi di composti intermedi contenenti «legami fosfo- .. 


rici ad alta energia» come ad esempio l’adenosina 


trifosfato (ATP, paragrafo 25.4). Oltre ad essere com- 


pletamente ossidate, le sostanze nutrienti vengono 
degradate da una serie di reazioni metaboliche in 


composti intermedi comuni che sono poi utilizzati - 
come precursori nella sintesi di altre molecole biolo- . 


giche. 


Un’altra caratteristica rilevante dei sistemi vi- 


venti, è quella di mantenere uno stato stazionario 
nonostante la complessità dei loro processi interni. 


Ciò risulta evidente dal fatto che, in un periodo di - 


tempo di quarant’anni, un uomo normale adulto con- 
suma letteralmente tonnellate di sostanze nutrienti 


Figura 15.1 Mappa delle principali vie metaboliche in un cellula tipi- 
ca. Le vie del metabolismo glucidico sono ombreggiate. (Disegnata 
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e beve qualcosa come ventimila litri di acqua, senza 
che si osservino sostanziali variazioni nel suo peso 
corporeo. Questo stato stazionario è mantenuto da 
un sofisticato insieme di controlli metabolici. In que- 
sto capitolo di carattere introduttivo al metabolismo, 
cercheremo di sottolineare gli aspetti generali delle 
vie metaboliche e i loro sistemi di regolazione e pren- 
deremo in considerazione le tecniche sperimentali 
che sono state particolarmente utili nella delucida- 
zione di ‘questo intreccio di reazioni. Discuteremo poi 
le variazioni di energia libera associate alle reazioni 
dei composti contenenti legami fosforici e alle rea- 
zioni di ossido-riduzione. Infine, analizzeremo la na- 
tura termodinamica di questi processi, cioè quali so- 
no le proprietà dei sistemi viventi che stanno alla 
base di questa loro capacità di autosostentarsi. 


1. LE VIE METABOLICHE 


Le vie metaboliche sono serie di reazioni en- 
zimatiche consecutive che formano composti specifi- 
ci. I loro reattanti, gli intermedi e i prodotti vengono 
chiamati metaboliti. Poiché un organismo utilizza 
molti metaboliti diversi, vi sono anche molte vie me- 
taboliche. La Fig. 15.1 mostra una mappa delle vie 
metaboliche, molto spesso interconnesse, contenute 
in una cellula tipica. Ogni reazione riportata nella 
mappa è catalizzata da un enzima specifico (ormai 
se ne conoscono più di duemila). A ‘un primo sguar- 
do, questo intreccio sembra incomprensibile ed estre- 
mamente complesso. Ma, se ci concentriamo solo su 
alcune aree di particolare interesse, che verranno trat- 
tate nei capitoli successivi, come ad esempio, la prin- 
cipale via di ossidazione del glucosio (la zona om- 
breggiata della mappa nella Fig. 15.1), sarà molto fa- 
cile acquistare una certa familiarità con queste vie 
e con le loro interconnessioni. 

Le serie di reazioni che fanno parte del metaboli- 
smo vengono spesso divise in due categorie: quelle 
coinvolte nelle degradazioni (catabolismo) e quelle 
coinvolte nelle biosintesi (anabolismo). Nelle vie ca- 
taboliche, i metaboliti complessi vengono degradati 
esoergonicamente a prodotti più semplici. L'energia 
libera rilasciata durante questi processi viene con- 
servata mediante la sintesi di ATP da ADP e fosfato 
oppure mediante la riduzione del coenzima NADP* 
a NADPH (Fig. 12.2). L’ATP e il NADPH sono le prin- 
cipali fonti di energia libera per i processi anabolici 
(Fig. 15.2). 

I processi degradativi sono caratterizzati dal fatto 
che essi convertono un grande numero di sostanze 
diverse (carboidrati, lipidi e proteine) in intermedi co- 
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Metaboliti complessi 


AZ 


Degradazione Biosintesi 


\_7 


Prodotti semplici 


Figura 15.2 L’ATP e il NADPH sono le fonti di energia libera per 


le reazioni biosintetiche. Essi vengono generati dalla degradazione 
di metaboliti complessi. 


muni. Questi intermedi sono poi ulteriormente me- 
tabolizzati in una via ossidativa centrale che termina 


in un piccolo numero di prodotti finali. Nella Fig. . 


15.3 vengono sottolineati questi aspetti della demoli- 


zione delle varie sostanze nutrienti; dapprima que- 
ste vengono convertite in unità monomeriche e poi 


nell’intermedio comune acetil-coenzima A (acetil- 


CoA) (paragrafo 19.2: formula di struttura nella Fig. 


19.2). 


La tappa successiva è l'ossidazione del gruppo acetile 


a CO; ed H;0 mediante l’azione sequenziale del ci- 


clo dell’acido citrico (Capitolo 19), della catena di . 
trasporto degli elettroni e della fosforilazione os-. 


sidativa (Capitolo 20). 


Nelle biosintesi i processi hanno direzioni opposte. . 
Un numero relativamente piccolo di metaboliti, in par-- 


ticolare piruvato, acetil-CoA e gli intermedi del ciclo 


dell’acido citrico, servono come materiali di partenza ‘. 


per una moltitudine di prodotti biosintetici diversi. 


Nei prossimi capitoli discuteremo in dettaglio molte. 


di queste vie degradative e biosintetiche. Per il mo- 
mento, prendiamo in considerazione alcune delle ca- 
ratteristiche generali di questi processi. 

Le quattro caratteristiche principali delle vie meta- 
boliche derivano dalla loro funzione di produrre com- 
posti utili per la cellula. 


1. Le vie metaboliche sono irreversibili 


Esse sono altamente esoergoniche (hanno varia 
zioni di energia libera di segno profondamente ne- 
gativo) e quindi le loro reazioni vanno a compimen- 
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Glicolisi 


Piruvato 


Ciclo 
dell’acido 
citrico 


Fosforilazione 
ossidativa 


Figura 15.3 | metaboliti complessi come i carboidrati, i lipidi e le 
proteine vengono prima degradati nelle loro unità monomeriche, prin- 
cipalmente il glucosio, gli acidi grassi, il glicerolo e gli amminoacidi 


e, successivamente, nell’intermedio comune acetil coenzima A (acetil- 


CoA). I! gruppo acetile viene poi ossidato dall’ossigeno a CO) nel 
ciclo dell'acido citrico con la concomitante riduzione di NAD* e 
di FAD. La riossidazione di questi due coenzimi nella catena di tra- 


teo degli elettroni e nella fosforilazione ossidativa produce H30 
ATP. 


to. Questa caratteristica determina la direzione della 
via metabolica. Di conseguenza, se due metaboliti so- 
no interconvertibili mediante vie metaboliche, la via 
che porta dal primo al secondo metabolita deve esse- 
re diversa da quella che porta dal secondo al primo 
metabolita. 


oT'>@© 
Cri 


Il motivo di questa differenza sta nel fatto che la via 
che porta dal primo al secondo metabolita è esoergo- 
nica e quindi per tornare indietro è necessario forni- 
re energia libera. Ciò comporta la presenza di una 
via diversa o almeno di alcune tappe diverse della 
via. L'esistenza di vie di interconversione indipenden- 
ti è una proprietà fondamentale delle vie metaboliche 
in quanto consente il controllo della velocità di en- 
trambi i processi. Se il secondo metabolita è carente 
nella cellula, diventa necessario bloccare la via che 
porta dal secondo al primo e aprire la via che va 
dal primo al secondo metabolita. Questo controllo in- 
dipendente sarebbe impossibile senza la disponibili- 
tà di vie alternative. 


2. Ogni via metabolica 
ha una tappa di «comando» 


Anche se le vie metaboliche sono irreversibili, 
la maggior parte delle reazioni che le compongono 
fuzionano in condizioni vicine all’equilibrio. In ogni 
via, però, vi è una reazione irreversibile (esoergoni- 
ca), posta in genere all’inizio, che «comanda» all’in- 
termedio che essa produce di proseguire lungo la via. 


3. Tutte le vie metaboliche sono regolate 


[604 ] Per poter esercitare un controllo sul flusso dei 
metaboliti lungo una via metabolica, è necessario re- 
golare la tappa che ne limita la velocità. La prima 
tappa di «comando», essendo irreversibile, funziona 
a una velocità troppo bassa per consentire ai suoi sub- 
strati e ai suoi prodotti di essere all’equilibrio. Poi- 
ché la maggior parte delle altre reazioni della via 
è praticamente molto vicina all’equilibrio, la tappa 
di comando diventa spesso anche quella che limita 
la velocità. Molte vie metaboliche sono quindi con- 
trollate regolando l’enzima che catalizza la loro pri- 
ma tappa di comando. Questo è il sistema più effica- 
ce per esercitare un controllo in quanto viene con- 
temporaneamente prevenuta la sintesi e l'accumulo 
non necessario di metaboliti lungo la via metabolica, 
soprattutto quando la cellula non li richiede. Alcuni 
specifici aspetti del controllo del flusso delle vie me- 
taboliche sono discussi nel paragrafo 16.4A. 


4. Nelle cellule degli eucarioti, 
le vie metaboliche hanno localizzazioni specifiche 


La sintesi dei metaboliti in compartimenti sub-. 


cellulari specifici circondati da membrana fa sì che 


‘452 Capitolo 15 


[606] (607) 


il trasporto di queste sostanze tra i vari comparti- 
menti della cellula sia una componente vitale del me- 
tabolismo degli eucarioti. Le membrane biologiche 
sono selettivamente permeabili ai metaboliti a causa 
della presenza o meno nella membrana di proteine 
adibite al trasporto di questi metaboliti. Per esem- 
pio, ’ATP viene generato nei mitocondri, ma utiliz- 
zato nel citosol. La proteina di trasporto che facilita 
il passaggio dell’ATP attraverso la membrana dei mi- 
tocondri verrà analizzata nel paragrafo 18.4C, insie- 
me con le caratteristiche generali dei processi di tra- 
sporto attraverso la membrana. Anche la sintesi e 
l’utilizzazione dell’acetil-CoA sono compartimentaliz- 
zate. Questo intermedio metabolico serve per la sin- 
tesi citosolica degli acidi grassi, ma viene prodotto 
nei mitocondri. Nella membrana mitocondriale non 
vi sono però proteine di trasporto per l’acetil-CoA. 
Il modo in cui viene risolto dalle cellule questo pro- 
blema, è discusso nel paragrafo 23.4D. 


2. MECCANISMI 
DELLE REAZIONI ORGANICHE 


Quasi tutte le reazioni che avvengono nelle vie 
metaboliche sono reazioni organiche catalizzate da 
enzimi. Nel paragrafo 14.1 abbiamo visto in detta- 
glio i vari meccanismi che gli enzimi hanno a dispo- 
sizione per catalizzare le reazioni: la catalisi acido- 
base, la catalisi covalente, la catalisi da ioni metallici, 
la catalisi elettrostatica, gli effetti di prossimità e di 
orientamento ed il legame dello stato di transizione. 
Pochi enzimi, però, alterano il meccanismo chimico 
di queste reazioni e quindi si può imparare molto 
sui meccanismi enzimatici studiando modelli di rea- 
zioni non enzimatiche. Possiamo iniziare il nostro stu- 
dio sulle reazioni metaboliche analizzando i tipi di 
reazioni che incontreremo ed i meccanismi con cui 
esse procedono in assenza di catalizzatori enzimatici. 

Christopher Walsh ha classificato le reazioni bio- 
chimiche in quattro categorie: (1) le reazioni di tra- 
sferimento di gruppo, (2) le reazioni di ossido- 
riduzione, (3) le eliminazioni, le isomerizzazioni 
ed i riarrangiamenti e (4) le reazioni che forma- 
no o rompono legami carbonio-carbonio. Ormai 
possediamo numerose informazioni sui meccanismi 
di queste reazioni e sugli enzimi che le catalizzano. 
Nei prossimi capitoli la discussione verterà sul modo 
in cui questi meccanismi possono applicarsi a speci- 
fiche interconversioni metaboliche. In questo para- 
grafo inizieremo lo studio di queste quattro catego- 
rie di reazioni e delle conoscenze che abbiamo sui 
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meccanismi che ne stanno alla base, derivate dall’a- 


. nalisi di reazioni organiche modello. Per meglio af- 
frontare il problema ritorneremo per prima cosa a 


dare uno sguardo alla logica chimica. 


A. La logica chimica 


Un legame covalente consiste di una coppia di 
elettroni condivisa da due atomi. Nella rottura di que- 
sto legame, la coppia di elettroni può sia restare su 
di un atomo (rottura eterolitica del legame) sia 
essere separata, un elettrone su ciascun atomo (rot- 
tura omolitica del legame) (Fig. 15.4). La rottura 
omolitica, che, di solito, produce radicali instabili, av- 
viene principalmente nelle reazioni di ossido- 


riduzione. La rottura eterolitica del legame C—H porta 


alla formazione di un carbanione e di un protone 
(H*) oppure di un carbocatione (uno ione carbonio) 
e uno ione idruro (H). Poiché gli ioni idruro sono 


specie altamente reattive e gli atomi di carbonio so-: 


no leggermente più elettronegativi degli atomi di 


idrogeno, nei sistemi biochimici, la coppia di elettro-. 


ni nella rottura del legame C—H tenderà a restare 
sull’atomo di carbonio. La sottrazione di uno ione 
idruro avviene soltanto se lo ione viene trasferito di- 
rettamente a un accettore, come ad esempio il 
NAD* oppure il NADP*. 


I composti che partecipano a reazioni in cui si ha 


la rottura e la formazione eterolitica di legami sono 
suddivisi in due classi: composti ricchi in elettroni 
e composti deficienti in elettroni. Le sostanze ricche 


in elettroni, chiamate nucleofili (che amano i nu-: 


clei), sono cariche negativamente oppure contengo- 
no coppia non condivisa di elettroni che può facil- 


Omolitica 
Rottura | 
td: —————— » —C- +’ H- 
pi omolitica | 
Radicali 
Eterolitica 


Carbanione Protone 


le + 
(ii) 08 H—_—»*» -C + H: 
Carbocatione Ione 


idruro 


Figura 15.4 Sistemi per la rottura del legame C—H. La rottura omoliti- 
ca produce radicali, mentre la rottura eterolitica forma sia un carba- 
nione ed un protone (i) che un carbocatione e uno ione idruro (i). 


Gruppo ossidrilico 
Gruppo sulfidrilico 


Gruppo amminico 


Gruppo imidazolico 


Figura 15.5 Gruppi nucleofilici di importanza biologica. ! nucleofili 
sono la base coniugata di acidi deboli. 


mente formare legami covalenti con centri poveri 
in elettroni. I gruppi chimici nucleofilici biologica- 
mente importanti sono quelli contenenti le funzioni: 
ossidrilica, amminica, imidazolica e sulfidrilica (Fig. 
15.5). Le forme maggiormente nucleofiliche di que- 
sti gruppi sono le loro forme basiche. La nucleofilici- 
tà e la basicità sono proprietà fortemente correlate 
(paragrafo 14.1B): un composto si comporta come una 
base quando forma un legame covalente con un H*, 
mentre agisce come un nucleofilo quando forma un 
legame covalente con un centro povero in elettroni, 
centro che deve essere diverso dall’H* (di solito un 
atomo di carbonio reso deficiente in elettroni). 


H 
Reazione basica n sl JP 
di una ammina R-NH, + H — LA a 
H 
Reazione R' H R 
nucleofilica di Di \ fo dl 
una ammina R-—NHo + SEI 
R" R" 


Questi composti poveri di elettroni vengono chiama- 
ti elettrofili (che amano gli elettroni). Essi possono 
essere carichi positivamente, contenere orbitali elet- 
tronici di valenza vuoti oppure possedere atomi elet- 
tronegativi. I più comuni elettrofili nei sistemi bio- 
chimici sono l’H*, gli ioni metallici, gli atomi di car- 
bonio dei gruppi carbonilici e le ammine cationiche 
(Fig. 15.6). 

È molto più facile comprendere il meccanismo del- 
le reazioni se è possibile seguire il riarrangiamento 
delle coppie elettroniche durante il passaggio da reat- 
tanti a prodotti. Per illustrare questi riarrangiamenti 
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useremo per convenzione frecce curve, che stanno 
ad indicare il movimento di una coppia di elettroni 
dal nucleofilo di partenza al centro povero di elettro- 
ni di arrivo, che deve essere «attaccato». Quando vo- 
lete usare questa convenzione, pensate al nucleofilo 
come al reagente che attacca. Per esempio, la forma- 
zione di un’immina, una reazione biochimicamente 
importante tra un’ammina e un’aldeide o un cheto- 
ne, avviene secondo il seguente schema: 


R' R' 
4 ì NITTI 
R_NH, + (coni —_—» ia) —C_-0H 
é I 
R H R" 
Ammina Aldeide Intermedio 
o carbinolammina 
chetone 
e 
R' 
+ / 
STA + Hs0 
HR 
Immina 


Nella prima tappa della reazione, la coppia di elet- 
troni non condivisa dell’ammina attacca l’atomo di 
carbonio povero in elettroni del gruppo carbonilico, 
spostando di conseguenza una coppia di elettroni dal 
doppio legame del C=O sull’atomo di ossigeno. Nel- 
la seconda tappa, la coppia di elettroni non condivisa 
sull’atomo di azoto attacca l’atomo di carbonio pove- 
ro in elettroni con contemporanea eliminazione di 
acqua. Le regole della chimica devono essere applica- 
te al sistema in qualunque momento. Cioè non vi pos- 
sono mai essere atomi di carbonio con cinque legami 
oppure atomi di idrogeno con due legami. 


H* Protoni 


Ioni metallici 


La 
sa Atomo di carbonio carbonilico 
R' 
R 
\U + 
er 0 Immina cationica 
R' 


Figura 15.6 Elettrofili di importanza biologica. Gli elettrofili conten- 
gono un atomo deficiente in elettroni (in rosso). 


i 
i 
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B. Reazioni di trasferimento di gruppo 


Il trasferimento di gruppo che ha luogo in bio- 
chimica, coinvolge lo spostamento di un gruppo elet- 
trofilico da un nucleofilo ad un altro. 


reali — Y_ A +X: 


Nuceleofilo Elettrofilo- 


nucleofilo 


Questi trasferimenti possono essere anche chiamati 
reazioni di sostituzione nucleofilica. I tipi più comu- 
ni di gruppi trasferiti nelle rezioni biochimiche sono 
i gruppi acili, fosforici e glicosidici (Fig. 15.7): 


1. Il trasferimento del gruppo acile da un nucleo- 
filo ad un altro avviene mediante un attacco nu- 
cleofilico sull’atomo di carbonio del gruppo car- 
bonilico dell’acile così da formare un intermedio 


Y 
Intermedio 
tetraedrico 
(6) 
X _ —_ 
x 0] DI 
ba PN —- AS — . + Xi 
\/9Ne LD, 
Y 
Intermedio 
a struttura 
bipiramidale 
trigonale 
(€) : 
Doppio 
: + 
0. ei o, o. 
Xi + rl N 
Xx 
* i Carbocatione (ione ossonio) 
var stabilizzato per risonanza 
Spostamento = 
singolo Yi: 
(SeN) 
OY 


2. 


1. 


«attraverso l’attacco di un nucleofilo sull’atomo di 


‘termedio con struttura trigonale bipiramidale, i 
cui apici sono occupati dal gruppo che ha prodot- 


608 
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tetraedrico (Fig. 15.70). L’idrolisi del legame pep- 
tidico catalizzata dalla chimotripsina (paragrafo 
14.3C) è un esempio di questo tipo di reazione. 
1l trasferimento del gruppo fosforico procede 


fosforo del gruppo fosforico per formare un in- 


to l'attacco e dal gruppo che lascerà l’intermedio 
(Fig. 15.7b). La reazione complessiva porta all’in. 
versione della configurazione del gruppo fosfori- 
co tetraedrico. È stata dimostrata questa inversio-: 
ne usando composti contenenti gruppi fosforici. 
chiralici. Per esempio, Jeremy Knowles ha sinte- 
tizzato molecole di ATP rese chiraliche nel grup- . 
po fosforico y mediante una sostituzione isotopi- 
ca e ha osservato che questo gruppo viene inver- 
tito dopo il suo trasferimento al glucosio nella rea- 
zione catalizzata dall’esochinasi (Fig. 15.8). 
Il trasferimento del gruppo glicosidico coin- 
volge la sostituzione di un gruppo nucleofilico con 


Figura 15.7 Tipi di reazioni di trasferimen- 
to di gruppo: (a) il trasferimento di un grup- < 
po acile necessita di un attacco di un nu- 
cleofilo (Y) su un atomo di carbonio elet- 
trofilico di un acile per formare un inter- 
medio tetraedrico. Il trasportatore originale: 
del gruppo acile (X) viene allontanato per 
generare un nuovo composto acilico. (b) 
Il trasferimento del gruppo fosforico av- 
viene mediante l'attacco di un nucleofilo. 
(Y) sull’atomo di fosforo elettrofilico di un 
gruppo fosforico tetraedrico. Ciò genera 
una struttura bipiramidale trigonale le cui 
posizioni apicali sono occupate dal grup- 
po uscente (X) e dal gruppo che sta por- 
tando l'attacco (Y). L'eliminazione del ‘ 
gruppo X che completa la reazione di tra- 
sferimento risulta nell’inversione della con- 
figurazione del gruppo fosforico. (0) Il tra- 
sferimento del gruppo glicosidico coinvol 
ge la sostituzione di un gruppo nucleofi- 
lico con un altro sull’atomo di carbonio . 
C(1) di un anello saccaridico. Questa rea- 
zione avviene di solito con un doppio spo- 
stamento in cui l'eliminazione del traspor- 
tatore del gruppo glicosidico originale (X) 
è accompagnata dalla formazione di un | 
carbocatione (ione ossonio) intermedio sta-' — 
bilizzato per risonanza e seguita dall’ad-. 
dizione del nucleofilo entrante (Y). La rea- 
zione può avvenire anche con un mecca- 
nismo di singolo spostamento in cui Y 
spiazza direttamente X con inversione del. 
la configurazione. ° 


{{ I zi 
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Figura 15.8 Nella reazione di trasferimento del gruppo fosforico cata- 
lizzata dall’esochinasi, il gruppo fosforico y dell'ATP reso chiralico 
da una sostituzione isotopica subisce una inversione della configura- 
zione. 


un altro sull’atomo di carbonio C(1) di un anello sac- 
caridico (Fig. 15.70). Questo è l’atomo di carbonio cen- 
trale di un acetale. I modelli chimici delle reazioni 
di un acetale procedono, di norma, attraverso la rot- 
tura catalizzata del primo legame per formare un 
carbocatione stabilizzato per risonanza a livello del 
C(1) (uno ione ossonio). L’idrolisi del polisaccaride delle 
pareti batteriche catalizzata dal lisozima (paragrafo 
14.28) è un esempio di questo tipo di reazioni. 


C. Ossidazioni e riduzioni 


Le reazioni di ossido-riduzione (redox) coinvol- 
Sono l’acquisto o la perdita di elettroni. La termodi- 
namica di queste reazioni è discussa nel paragrafo 
15.5. In molte delle reazioni redox che avvengono 
nelle vie metaboliche si ha la rottura di un legame 
CH, con, alla fine, perdita dèi due elettroni di lega- 
mne dall’atomo di carbonio. Questi elettroni vengono 
trasferiti ad un accettore come il NAD* (Fig. 12.2). 
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Non è mai stato stabilito con certezza se queste rea- 
zioni avvengono mediante rottura omolitica oppure 
eterolitica del legame. In molti casi, quando non si 
ha la formazione di specie radicali, si assume che 
la rottura del legame sia eterolitica. È utile visualiz- 
zare la rottura del legame C—H nelle reazioni redox 
come il trasferimento di uno ione idruro, come è ri- 
portato più sotto per l’ossidazione di un alcol ad ope- 
ra del NAD+: 


Base 
generale 
H HK 
, 
N 
B-_H* + 0=C + | da 
\ 
R N 
R 
Acido Chetone NADH 
generale È 


.L’accettore terminale delle coppie di elettroni che ven- 


gono rimosse dai metaboliti durante la loro ossida- 
zione è, per gli organismi aerobici, l’ossigeno mole- 
colare (03). Ricordate che questa molecola è una spe- 
cie di radicale allo stato basale i cui elettroni non ap- 
paiati hanno spin paralleli. 

Le regole di accoppiamento degli elettroni (il prin- 
cipio di esclusione di Pauli) dicono che l’O, può ac- 
cettare solo elettroni non accoppiati, cioè gli elettro- 
ni devono essere trasferiti all’ossigeno uno alla volta 
(al contrario dei processi redox in cui gli elettroni 
sono trasferiti a coppie). 

Gli elettroni rimossi in coppie dai metaboliti devo- 
no quindi passare uno alla volta attraverso una cate- 
na di trasporto degli elettroni. Ciò avviene mediante 
l’uso coniugato di coenzimi che possono assumere 
stati di ossidazione stabili anche in forma di radicali 
e quindi possono partecipare a reazioni redox a uno 
oppure a due elettroni. Uno di questi coenzimi è il 
FAD, la cui struttura e gli stati di ossidazione sono 
illustrati nella Fig. 14.27. 
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D. Eliminazioni, isomerizzazioni 
e riarrangiamenti 


Le reazioni di eliminazione 
formano doppi legami carbonio-carbonio 


Le reazioni di eliminazione portano alla forma- 


zione di un doppio legame tra centri saturi che pre- 


cedentemente erano legati da un legame singolo. Le 
sostanze eliminate possono essere H,0, NH;, un al- 
col (ROH) oppure un’ammina primaria (RNH;). La 
deidratazione di un alcol, per esempio, è una reazio- 
ne di eliminazione: 


HB H R H 
IU 1 Nori 
R_C_-C—R' ——» C=C + H,0 
Il $°%, 
H OH HR 
(a) 
Concertato 
I De 
R-CtC—-R —» i + H* + OH 
| ©l 
H Cox HR 
A tappe attraverso un carbocatione 
H H H H R H 
Ty | \ / 
R_C_C_R' R_C_C_R C=C 
i LATO LE è 
H 0H OH + 
A tappe attraverso un carbanione 
H H H H 
ci | Ly / 


H* OH 

(6) 

H H R H 

led e; i 
R_C_C-R' / n Trans (anti) 

I «I i 

H R' 
DE H+ OH 

H H_H H H 

| | 33 Ri 00, 
R_-C-—-C_R' = ‘is (sin 

ILA / sE 

H *OH # R R 


Figura 15.9 Il probabile meccanismo di una reazione di eliminazio- 
ne, usando come esempio una deidratazione. La reazione può essere 
(a) concertata, a tappe con un carbocatione come intermedio oppure 
a tappe con un carbanione come intermedio; (b) la reazione può ave- 
re una stereochimica sia trans (anti) che cis (sin). 
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In questa reazione la rottura e il rifacimento dei le- 
gami può procedere mediante tre meccanismi diver- 
si (Fig. 15.9a): (1) concertato, (2) a tappe con dappri 
ma la rottura del legame C—O per formare un car- 


bocatione e (3) a tappe con la rottura del legame C—H . 


per formare un carbanione. 
Gli enzimi catalizzano reazioni di deidratazione me- 


diante due meccanismi semplici: (1) protonazione di . 
un gruppo OH per donazione da parte di un gruppo 
acido (catalisi acida) oppure (2) sottrazione di un pro- 


tone da parte di un gruppo basico (catalisi basica). 
Nelle reazioni a tappe, l’intermedio carico può esse 
re stabilizzato da una carica di segno opposto pre- 
sente nel sito attivo. L'enzima glicolitico enolasi (pa- 


ragrafo 16.21) e l’enzima del ciclo dell’acido citrico . 


fumarasi (paragrafo 19.3G) catalizzano questo tipo 
di reazioni di deidratazione. 

Le reazioni di eliminazione possono prendere le due 
vie stereochimiche possibili (Fig. 15.9b): (1) le elimi- 


nazioni trans (anti), il meccanismo prevalente in bio- : 


chimica, e (2) le eliminazioni cis (sin), che sono inve 
ce meno comuni in biochimica. 


Le isomerizzazioni biochimiche coinvolgono 
lo spostamento intramolecolare di atomi 
di idrogeno 


Le reazioni di isomerizzazione in biochimi- 
ca avvengono mediante lo spostamento di un atomo 
di idrogeno in modo da modificare la localizzazione 


di un doppio legame. In questo processo, viene ri- 
‘mosso un protone da un atomo di carbonio e viene 


aggiunto a un altro. La reazione di isomerizzazione 


H_ c 43 H_ ta) 
su lt-0-u = |su*+  6-0—H 
R R 
Aldosio 
H 
H-G—0—H dia: 
B+ 6=0 — [mi 149 
R R 
Chetosio Intermedi cis-enediolici 


Figura 15.10 Il meccanismo di isomerizzazione aldoso-chetoso. La 
reazione utilizza una catalisi acido-basica e ha come intermedio un 
cis-enediolato. 
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metabolicamente più rilevante è l’interconversio- 
ne aldoso-chetoso, una reazione soggetta alla cata- 
lisi basica che ha come intermedio un anione ene- 
diolico (Fig. 15.10). L’enzima glicolitico fosfogluco- 
sio isomerasi catalizza una reazione di questo tipo 
(paragrafo 16.2B). ° 

La racemizzazione è una reazione di isomerizza- 
zione in cui un atomo di idrogeno viene spostato dal- 
la sua posizione stereochimica soltanto a un centro 
chiralico di una molecola in modo da invertirlo. Que- 
sto tipo di isomerizzazione viene detto epimerizza- 
zione in una molecola con più di un centro chiralico. 


I riarrangiamenti producono scheletri 
carboniosi alterati 


Le reazioni di riarrangiamento rompono e 
riformano legami C—-C in modo da riorganizzare lo 
scheletro carbonioso di una molecola. Solo un nume- 
ro molto limitato di queste reazioni è stato identi- 
ficato in biochimica. Una è la conversione del- 
l’L-metilmalonil-CoA in succinil-CoA ad opera del- 
la metilmalonil-CoA mutasi, un enzima il cui grup- 
po prostetico è un derivato della vitamina Biz: 


H C00 Metilmalonil- H C00° 
LI CoA mutasi Bel 
H_-C—-C--H ——__à>» 6 ig 

|| 5 
H C_S_CoA CoA— Si H 
O (0) 


L-metilmalonil-CoA Succinil-CoA 


Riarrangiamento dello scheletro 


carbonioso 
C-C_C ——» 


La 
(0; (6) 


Questa reazione è coinvolta nell’ossidazione degli acidi 
grassi con un numero di atomi di carbonio dispari 
e di alcuni amminoacidi (paragrafi 23.2E e 24.3E). 


E. Reazioni che formano — 
e rompono legami carbonio-carbonio 


[613]Le reazioni che formano e rompono legami 
carbonio-carbonio costituiscono le basi del metaboli- 
smo sia degradativo che biosintetico. La demolizione 
del glucosio a CO; utilizza questo tipo di scissioni, 
mentre nella sintesi di questo zucchero sono coinvol- 
ti processi inversi. Queste reazioni, viste nella dire- 
zione della sintesi, sono dovute a un attacco di un 
atomo di carbonio nucleofilico a un atomo di carbo- 


nio elettrofilico. I più comuni atomi di carbonio elet- 
trofilici in queste reazioni sono gli atomi di carbonio 
sp? dei gruppi carbonilici di aldeidi, chetoni, esteri 
e CO... 


Per attaccare questi centri elettrofilici è necessario 
generare i carbanioni stabilizzati. Tre esempi sono 
la condensazione aldolica (catalizzata dall’aldola- 
si, paragrafo 16.2D), la condensazione di Claisen 
degli esteri (citrato sintasi, paragrafo 19.3A) e la 
decarbossilazione di un 8-chetoacido (isocitrato dei- 
drogenasi, paragrafo 19.3C, e acido grasso sinta- 
si, paragrafo 23.4C). Nei sistemi non enzimatici, sia 
la condensazione aldolica che la condensazione di Clai- 
sen degli esteri coinvolge la produzione catalizzata 
da una base di un carbanione in posizione a rispetto 
ad un gruppo carbonilico (Fig. 15.110 e b). Il gruppo 
carbonilico può catturare elettroni e quindi può agi- 
re da stabilizzatore per risonanza (Fig. 15.12a). In 
molti sistemi enzimatici la stabilizzazione per riso- 
nanza viene ottenuta mediante la conversione del 
gruppo carbonilico in una base di Schiff protonata 
(catalisi covalente, Fig. 15.12b) oppure mediante la 
sua coordinazione a uno ione metallico (catalisi da 
ioni metallici (Fig. 15.120). La decarbossilazione di un 
B-chetoacido non richiede una catalisi basica per la 
generazione del carbanione stabilizzato per risonan- 
za; in questo caso la forza trainante viene fornita dalla 
formazione altamente esoergonica della CO. (Fig. 
15.110). 


3. APPROCCI SPERIMENTALI 
ALLO STUDIO DEL METABOLISMO 


Una via metabolica può essere studiata a diver- 
si livelli: 


1. Nei termini della sequenza di reazioni attraverso 
cui uno specifico nutriente viene convertito nel 
prodotto finale e dell’energetica di queste conver- 
sioni. 

2. Nei termini dei meccanismi mediante i quali ogni 
intermedio si converte in quello successivo. Que- 
sto tipo di analisi richiede l’isolamento e la carat- 
terizzazione degli enzimi che catalizzano ogni sin- 
gola reazione. 

3. Nei termini dei meccanismi di controllo che re- 
golano il flusso dei metaboliti lungo la via. Le vie 
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Figura 15.11 Esempi di for- 
mazione di legami C—C: 
(a) condensazione aldolica, 


1) R' R_C—C—R' ' (b) condensazione esterica 
I R Viren 
L | di Claisen e (c) decarbos- 
R Cc="0 H_ 0 C=0 silazione di un B-chetoaci- 
Î io Secondo chetone | do. In tutti e tre i tipi di 
c=0 ni (centro elettrofilico) H R—C—H reazionesi ha la formazio- 
_ | | ne di un carbanione stabi- 
B: + R-C—H «==. B—_ H + |} e” > B: + R-C-——C—R'. lizzato per risonanza segui- 
| i | [ ta dall'attacco di questo 
H R H O—H carbanione su un centro 
| elettrofilico. 
(6; 
Il 
R—C 
Chetone Carbanione (enolato) 
stabilizzato per risonanza 
(b) H 0 
CC SCoA 
HB 0 H Attacco 
I sul centro 
B: + Hr Soa CoA == B_-H'"+ Î > elettrofilico 
i H H 0° (come in (a)) 
Acetil-CoA 5 ale È — SCoA 
I 
H 
Enolato stabilizzato 
per risonanza 
(e) lo) 
WI - 
R_C-CH 
(0) (9) 3 Attacco 
Ci Y_N la 
R-—C-É vai a s sul centro 
C_-CHo,-C-0  ==* C0, + ì —> elettrofilico 
o- (come in (a)) 
I 
R_C=CHg 
B-chetoacido Enolato stabilizzato (a) 


per risonanza 


(b) 


Carbanione della base Base di Schiff 
di Schiff (immina) (enammina) 
(e) Zn®* Za? 


Figura 15.12 La stabilizzazione dei carbanioni: (a) i carbanioni adiacenti a gruppi carbonilici 

vengono stabilizzati dalla formazione di enolati. (6) I carbanioni adiacenti a immine protonate 

{basi di Schiff) vengono stabilizzati dalla formazione di enammine. (©) Gli ioni metallici stabi- 

Too carbocationi adiacenti a gruppi carbossilici mediante la stabilizzazione elettrostatica 
lell’enolato. 


Carbanione 
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metaboliche vengono rese estremamente sensibi- 
li alle necessità dell’organismo da una intricata 
rete di processi regolatori; la quantità di prodotto 
formata da una via metabolica corrisponde in ge- 
nere alla quota richiesta. 


Come si può facilmente immaginare, la delucidazio- 
ne di una via metabolica a tutti i suoi livelli è un 
processo molto complicato che necessita di contribu- 
ti da parte di discipline diverse. La maggior parte 
delle tecniche utilizzate consiste nel produrre in qual- 
che modo una perturbazione del sistema e di osser- 
varne gli effetti sulla crescita oppure sulla produzio- 
ne di intermedi metabolici. Una di queste tecniche 
contempla l’uso di inibitori metabolici che bloccano 
la via a livello di specifiche tappe enzimatiche. Un 
altro approccio è dato dallo studio di anomalie gene- 
tiche che hanno prodotto l’interruzione di particola- 
ri vie metaboliche. Sono state inoltre sviluppate tec- 
niche che consentono di separare gli organi di un 
organismo, di isolarne i tessuti, le cellule e le frazio- 
ni subcellulari, al pari di altre che invece servono 
per la purificazione e per l’identificazione di meta- 
boliti, come pure degli enzimi che catalizzano le lo- 
ro interconversioni. È diventato praticamente di rou- 
tine l’uso dei radioisotopi per seguire il destino di 
atomi o di molecole attraverso il dedalo metabolico. 
In questo paragrafo incontreremo anche alcune in- 
formazioni su queste tecniche. 


A. Inibitori metabolici, studi di crescita 
e genetica biochimica 


Accumulo di intermedi della via 
in presenza di inibitori metabolici 


La prima via metabolica ad essere completamen- 
te delineata fu la conversione del glucosio in etanolo 
nel lievito da parte di un processo noto come glicoli- 
si (paragrafo 16.1A). Nel corso di questi studi furono 
identificate alcune sostanze, chiamate inibitori me- 
tabolici, capaci di bloccare la via in punti specifici 
e di produrre un aumento degli intermedi che pre- 
cedevano il punto di blocco. Per esempio, lo iodoace- 
tato determina in estratti di lievito l'accumulo di 
fruttosio-1,6-bisfosfato, mentre il fluoruro porta al- 
l'aumento di due esteri fosforici, il 3-fosfoglicerato 
e il 2-fosfoglicerato. L’isolamento e la caratterizza- 
zione di questi intermedi fu di vitale importanza per 
l’identificazione della via glicolitica: una buona dose 
di intuizione e queste informazioni consentirono di 
predire le tappe che intervenivano nella via metabo- 


lica. Ciascuna reazione proposta fu poi verificata in 
vitro (cioè in una provetta) utilizzando il catalizzato- 
re enzimatico purificato. 


Anche i difetti genetici 
determinano l’accumulo di intermedi metabolici 


La scoperta di Archibald Garrod all’inizio di 
questo secolo, cioè che le malattie genetiche nell’uo- 
mo erano una conseguenza della deficienza di speci- 
fici enzimi, contribuì considerevolmente alla deluci- 
dazione delle vie metaboliche. Per esempio, dopo in- 
gestione di fenilalanina o di tirosina, gli individui por- 
tatori della condizione ereditaria pressoché innocua 
detta alcaptonuria secernono nelle urine acido 
omogentisico (paragrafi 24.3H e 27.1C). Ciò avviene 
in quanto il fegato degli alcaptonurici non possiede 
un enzima che catalizza la demolizione dell’acido 
omogentisico. In un’altra malattia genetica, la fenil- 
chetonuria (che se non trattata può causare nei bam- 
bini un grave ritardo mentale: paragrafo 24.3H), vi 
è invece l’accumulo di fenilpiruvato nelle urine. La 
somministrazione di fenilalanina e di fenilpiruvato 
determina l'eliminazione di fenilpiruvato nelle uri- 
ne dei soggetti affetti da questa malattia: la tirosina 
viene invece metabolizzata normalmente. I quadri 
di queste due anomalie metaboliche hanno consenti- 
to di postulare la via per il metabolismo della fenila- 
lanina riportata nella Fig. 15.13. L’ipotesi che il fenil- 
piruvato facesse parte della via del metabolismo del- 
la fenilalanina e che ne fosse esclusa la tirosina risul. 
tò più tardi non corretta. Questo fatto ci dice di non 
fidarci troppo del possibile significato dei blocchi me- 
tabolici e del conseguente accumulo di metaboliti qua- 
li indicatori di una via metabolica. In questo caso, 
si scoprì in seguito che la formazione del fenilpiru- 
vato derivava da una via secondaria, che diventa si- 
gnificativa solo quando la concentrazione della feni- 
lalanina diventa estremamente elevata come nella fe- 
nilchetonuria. 


È possibile generare blocchi metabolici 
mediante manipolazioni genetiche 
dei microorganismi 


I primi studi metabolici portarono alla stupefa- 
cente scoperta che le vie metaboliche basilari erano 
essenzialmente identiche nella maggior parte degli or- 
ganismi. Questa uniformità metabolica ha favorito 
considerevolmente la definizione delle reazioni me- 
taboliche. Anche se una mutazione che inattiva o eli- 
mina un enzima della via metabolica che ci interessa 
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to dal numero di atomi radioattivi presenti. È quindi 
un semplice processo di primo ordine il cui tempo 
di dimezzamento, t1/2, è soltanto una funzione del- 
la costante di velocità, k, del processo di decadimen- 
to (paragrafo 13.1B): 


tyya=T7= 37 [13.5] 


Poiché k è diversa per ogni radioisotopo, ciascuno 
di questi avrà un suo tempo di dimezzamento. Nella 
Tabella 15.1 sono elencate le proprietà di alcuni di 
questi radioisotopi di uso corrente in biochimica. 


Gli isotopi sono indispensabili per stabilire 
l'origine dei metaboliti complessi e le relazioni 
precursore-prodotto 


L’origine metabolica dei metaboliti complessi 
come l’eme, il colesterolo e i fosfolipidi può essere 
determinata somministrando ad animali il materiale 
di partenza marcato con isotopi ed isolando poi i pro- 
dotti. Uno dei primi vantaggi dati dall’uso di trac- 


HyC— COO” 
sN Hi 


Glicina 


IsyHt 


—00CCH,CH,CH—C00° 


5NHJ sac. 
Glutammato 


Hs0 
(CHCH,0H- coo” 
Hc SNHI 


Leucina 


_00C—CHy— CH, 


Isotopi stabili 


Nucleo __iieeeeee]ee 
Abbondanza naturale (%) 
2H 0,015 
13C 1,1 
5N 0,37 
180 0,20 
Isotopi radiattivi Tempo di 
i Tipo di radiazione dimezzamento . 
3H 8 12,26 anni 
14C B 5730 anni 
22Na Y 2,60 anni 
32p B 14,3 giorni 
355 8 88 giorni 
45Ca B 165 giorni 
5Co Y 5,26 anni 
125] Y 60 giorni 
131] B, Y 8,07 giorni 


Fonte: HeatH, R.L., in Weast, R.C., (curatore), Handbook of chemistry and phy- 
sics, 69? ed., pp. B232-B448, CRC Press, 1988. 


Figura 15.15 L'origine metabolica degli atomi di azoto nell’eme. Sol- 
tanto la ['*Niglicina, tra i molti metaboliti marcati con !5N usati, è 


un precursore del gruppo eme marcato con !5N. 
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cianti isotopici nella comprensione delle vie metabo- 
liche è esemplificato dalle ricerche condotte da Da- 
vid Shemin e da David Rittenberg nel 1945, i quali 
poterono così dimostrare che gli atomi di azoto del 
gruppo eme derivano dalla glicina e non dall’ammo- 
niaca, dal glutammato, dalla prolina o dalla leucina 
(paragrafo 24.4A). Essi riuscirono ad ottenere queste 
prove alimentando alcuni ratti con questi composti 
marcati con 54N ed isolando poi dal sangue degli ani- 
mali il gruppo eme e valutando il suo contenuto in 
35N. Soltanto quando i ratti venivano alimentati con 
35N-glicina, il loro gruppo eme conteneva l’isotopo 
(Fig. 15.15). Questa tecnica è stata usata anche per 
dimostrare che gli atomi di carbonio del colesterolo 
derivano dall’acetil-CoA (paragrafo 23.6). 

I traccianti isotopici sono utili anche per stabilire 
P’ordine di comparsa degli intermedi metabolici, la 
cosiddetta relazione precursore-prodotto. Un 
esempio di questo tipo di analisi è la biosintesi dei 
fosfolipidi complessi chiamati plasmalogeni e alchil- 
acilglicerofosfolipidi (paragrafo 23.8A). Questi ul- 
timi sono eteri mentre i plasmalogeni sono eteri vi- 
nilici. La somiglianza tra le strutture di questi com- 
posti pone una domanda molto interessante sulle lo- 
ro relazioni biosintetiche e cioè: qual è il precursore 
e qual è il prodotto? Le due possibili vie di sintesi 
possono essere (Fig. 15.16): 


1. Il materiale di partenza viene convertito nell’ete- 
re vinilico (plasmalogeno), che è poi ridotto ad 
alchil-acilglicerofosfolipide (l’etere). Di conseguen- 
za l'etere vinilico sarà il precursore e l’etere il 
prodotto. 

2. Prima si forma l’etere e poi viene ossidato per 
formare l’etere vinilico. L’etere sarà in questo ca- 
so il precursore e l’etere vinilico il prodotto. 


Le relazioni precursore-prodotto possono essere facil- 
mente identificate mediante l’uso di traccianti radioat- 


tivi. Viene somministrata a un organismo una dose - 


di materiale di partenza marcato e poi a diversi tem- 
pi vengono analizzati i prodotti metabolici che com- 
paiono (Fig. 15.17): 


materiale 
di partenza* —> A* —> B* —> prodotto finale* 


(l’asterisco rappresenta la marcatura radioattiva). Le 
vie metaboliche (come vedremo nel paragrafo 15.6B), 
operano normalmente in condizioni di stato stazio- 
Nario, cioè il flusso di metaboliti attraverso ogni sua 
tappa è uguale. Inoltre, la maggior parte delle rea- 
zioni metaboliche è, rispetto a un dato substrato, di 
primo ordine. Tenendo conto di questi fatti, possia- 


Materiali di partenza 


dd 


SET, CH=CH_R' 
R 


Schema I 


CHy_0—CH2CH,E 


R 
Etere vinilico Etere 


| Riduzione | Ossidazione 
CHs--0—-CHo-CHs_-R' 
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R 
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Figura 15.16 Le due possibili vie di sintesi dei fosfolipidi contenenti 
eteri oppure vinil eteri. (Schema 1) Il vinil etere è il precursore e l’ete- 
re è il prodotto. (Schema Il) L’etere è il precursore e il vinil etere 
è il prodotto. 


mo vedere che la velocità con cui si modifica la ra- 
dioattività in B, [B*], corrisponde alla velocità di pas- 
saggio della marcatura da A* a B*, sottratta della ve- 
locità con cui questa marcatura appare nel prodotto 
finale, la tappa successiva: 


dI 4A *]-kB"1=K(L4-] - 18) lisa] 


dove k è la pseudo-costante di primo ordine per en- 
trambi le conversioni da A a B e da B a prodotto 
finale e t è il tempo. Analizzando questa equazione, 
possiamo identificare i criteri che si devono seguire 
per stabilire se A è un precursore di B (Fig. 15.17): 


Radioattività specifica 


Tempo dopo l'aggiunta del materiale di partenza marcato 


Figura 15.17 Il flusso della marcatura da un precursore (A*, curva 
in arancione) al prodotto (B*, curva in viola). AI punto 1, la radioatti- 
vità del prodotto sta aumentando ed è inferiore a quella del precurso- 
re; al punto 2, la radioattività del prodotto è massima ed è uguale 
a quella del suo precursore; al punto 3, la radioattività del prodotto 
sta diminuendo ed è superiore a quella del suo precursore. 
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4. Prima che la-radioattività del prodotto [B*] sia mas- 
sima, il rapporto d[B*]/dt deve essere maggiore 
di zero, ma allo stesso tempo [A*] deve essere mag- 
giore di [B*]; cioè mentre la radioattività di un 
prodotto sta aumentando, il suo valore deve esse 
re inferiore alla radioattività del suo precursore. 

2. Quando [B*] è massima, d[B*1/dt=0 e quindi 
[A*]= [B*]; cioè, quando la radioattività di un pro- 
dotto è al suo punto massimo, deve essere uguale 
a quella del suo precursore. Ciò implica anche che 
la radioattività di un prodotto arrivi al punto mas- 
simo dopo il suo precursore. 

3. Quando [B*] inizia a diminuire, d(B*1/dt <0 e 
quindi [A*]<[B*]; cioè dopo che la radioattività 
di un prodotto è arrivata al punto massimo, essa 
deve restare più elevata di quella del suo precur- 
sore. 


Una determinazione della relazione precursore- 
prodotto tra alchil-acilglicerofosfolipide e plasmalo- 
geno, usando materiale di partenza marcato con !4C, 
ha stabilito che l’etere è il precursore e l’etere vinili- 
co è il prodotto (Fig. 15.16, Schema ID. 


Studi sul metabolismo con PVNMR 


La produzione di magneti sufficientemente 
grandi da contenere animali o esseri umani ha reso 
possibile lo studio non invasivo delle vie metaboli- 
che con la tecnica dell’NMR. Quindi il *P può esse- 
re utilizzato per studiare il metabolismo energetico 
nel muscolo, monitorando i livelli di ATP, ADP, fo- 
sfato inorganico (Pi) e fosfocreatina (Fig. 17.17). È sta- 
to brevettato un sistema NMR con 31p per misurare 
l'efficienza metabolica muscolare e la massima po- 
tenza di cavalli da corsa mentre passeggiano o corro- 
no su un tapis-rulant per identificare gli animali più 
promettenti e valutare l’efficacia dei programmi nu- 
irizionali e di allenamento. Impiegherà molto ad ar- 
rivare un simile apparecchio adattato agli atleti? 
Gli atomi di metaboliti marcati specificamente con 
13C (che rappresenta soltanto l’1,1% del carbonio na- 
turale) consente di seguire il destino di questi atomi 
con l'NMR. In questo modo può essere determinata 
l’importanza relativa di vie metaboliche in competi- 
zione in particolari tessuti e in date circostanze fisio- 
logiche. Per esempio, usando il [!3CHattato (il latta- 
to marcato nella posizione C(3) con !°C) e con acidi 
grassi marcati con 13C è stato possibile dimostrare 
che nei cuori di ratto in azione il 50% dell’acetil-CoA 
che entra nel ciclo dell’acido citrico (Ca- 
pitolo 19) deriva dagli acidi grassi (attraverso la 
B-ossidazione; paragrafo 23.2), il 26% dal lattato (at- 


traverso la conversione a piruvato ad opera della lat- 
tato deidrogenasi, paragrafo 16.3A, e poi ad acetil 
CoA da parte della piruvato deidrogenasi, paragrafo 
49.2 e il rimanente da altri metaboliti, paragrafo 19.5). 
I'NMR !H comincia ad essere utilizzata per la de: 
terminazione di una varietà di metaboliti in tessuti 
come il cervello e il muscolo. 


C. Organi isolati, 
cellule e organelli subcellulari 


Oltre a comprendere la chimica e gli eventi ca- 
talitici che avvengono in ogni tappa di una via meta: 
bolica è importante anche sapere dove una data via . 
ha luogo in un organismo. I primi ricercatori studia-.; 
rono il metabolismo nell’animale intero. Per esem- 
pio, la funzione del pancreas nel diabete fu scoperta 
da Frederick Banting e da George Best nel 1921: essi 
rimossero chirurgicamente questo organo e Osserva: 
rono che gli animali sviluppavano la malattia. 
I prodotti metabolici formati da un particolare or: 
gano possono essere studiati mediante perfusione.: 
dell’organo oppure su fettine di tessuto. Nella per: . 
fusione, viene rimosso da un animale un organo spe: ; 
cifico e le sue arterie e le sue vene vengono collegate: 
a un sistema di circolazione artificiale. La composi 
zione del materiale che entra nell’organo può essere. 
quindi facilmente controllata e valutati i prodotti del. 
metabolismo dell’organo all’uscita. I processi meta-. 
bolici possono essere studiati anche in fettine di tes-. 
suto, sufficientemente sottili da essere alimentate per: 
diffusione libera una volta immerse in una soluzione 
contenente gli opportuni nutrienti. Otto Warburg usò. 
per primo questa tecnica delle fettine di tessuto all’i- 
nizio del ventesimo secolo nei suoi studi sulla respi- 
razione, utilizzando anche un manometro per misu- 
rare la variazione del volume del gas in contatto coù 
il tessuto, come conseguenza del consumo di ossigeno. 
Un dato organo o tessuto contiene in genere diver: 

si tipi di cellule. I separatori di cellule (cell sortersì 
sono strumenti che possono separare tra loro le cel 
lule in base al tipo, una volta che esse sono state stac: 
cate le une dalle altre con trattamenti con tripsina 
e collagenasi che distruggono la matrice intercellula- 
re che tiene unite le cellule nel tessuto. Questa tecni- 
ca consente di localizzare con una maggiore preci 
sione una certa funzione metabolica. È possibile cre: 
scere un singolo tipo di cellula in un terreno di col- 
tura. Anche se le cellule coltivate possono in di 
che caso perdere la loro funzione specializzata, sono 
state sviluppate tecniche per mantenere in coltur 
diversi tipi cellulari capaci ancora di esprimere le lo- 
ro caratteristiche originali. 


Organello 


Mitocondrio 


Citosol 


Lisosomi 
Nucleo 


Apparato di Golgi 


Reticolo 
endoplasmatico 
ruvido 

Reticolo 
endoplasmatico 
liscio 

Perossisomi 
(gliossisomi 
nelle piante) 


Funzione 


Ciclo dell'acido citrico, fosforilazione 
ossidativa, ossidazione degli acidi 
grassi, demolizione degli amminoacidi 

Glicolisi, via del pentosio fosfato, sintesi 


degli acidi grassi, molte reazioni della. 


gluconeogenesi 

Digestione enzimatica dei componenti 
cellulari e del materiale ingerito 

Replicazione del DNA, trascrizione, mo- 
dificazioni dell'RNA 

Modificazione post-sintesi delle protei- 
ne di membrana e di secrezione; for- 
mazione delle membrane plasmatiche 
e delle vescicole di secrezione 

Sintesi delle proteine legate alla mem- 
brana e di secrezione 


Sintesi dei lipidi e degli steroidi 


Reazioni ossidative catalizzate da ammi- 


noacido ossidasi e dalla catalasi; rea- 


zioni del ciclo del gliossilato nelle 
piante 


_ ———————————_————+ 


Negli eucarioti le vie metaboliche sono localizzate 
in vari organelli subcellulari (Tabella 15.2) (questi or- 
ganelli sono stati descritti nel paragrafo 1.2A). Per 


esempio, la fosforilazione ossidativa avviene nei mi-. 


tocondri, mentre la glicolisi e la sintesi degli acidi 
grassi hanno luogo nel citosol. Queste osservazioni 
sono state effettuate rompendo la cellula e frazionan- 
do il suo contenuto per centrifugazione differenziale 
(paragrafo 5.1B), seguita poi da una centrifugazione 
zonale attraverso un gradiente di densità di saccaro- 
sio oppure da una ultracentrifugazione all’equilibrio 
in gradienti di densità di CsCl; questi sistemi separa- 
no le particelle in base alle loro dimensioni ed alla 
loro densità (paragrafo 5.5B). Le frazioni cellulari ot- 
tenute vengono poi analizzate biochimicamente. 


4. TERMODINAMICA DEI COMPOSTI 
CONTENENTI FOSFATO 


[625]I processi endoergonici responsabili del mante- 
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nimento dello stato vivente sono favoriti dalle reazio- 
ni esoergoniche di ossidazione delle sostanze nutrien- 
ti. Questo accoppiamento è molto spesso mediato dalla 
sintesi di alcuni tipi di intermedi ad «alta energia» 


il cui consumo esoergonico guida i processi endoer- 


gonici. 

Questi intermedi rappresentano quindi una sorta 
di «moneta» universale sotto forma di energia libera 
che viene scambiata tra le reazioni che producono 
energia libera e quelle che invece la consumano. 

L’adenosina trifosfato (ATP; Fig. 15.18), che è 
presente in tutte le forme di vita, è l’intermedio ad 
«alta energia» che costituisce la forma più comune 
di «moneta» energetica intracellulare. 

Il suo ruolo centrale nel metabolismo è stato sco- 
perto per la prima volta nel 1941 da Fritz Lipmann 
e da Herman Kalckar. L’ATP è costituito da un grup- 
po adenosina a cui sono legati sequenzialmente tre 
gruppi fosforici (- PO?) mediante un legame fo- 
sfoestere che è seguito da due legami fosfoanidri- 
dici. 

L’adenosina difosfato (ADP) e il 5‘-adenosina 
monofosfato (AMP) sono chimicamente simili al- 
P'ATP, ma contengono rispettivamente soltanto due 
gruppi fosforici ed un gruppo fosforico. 

In questo paragrafo analizzeremo la natura delle 
reazioni di trasferimento del gruppo fosfato, vedre- 
mo perché alcune di esse sono così esoergoniche e 
come mai le cellule consumano e rigenerano conti- 
nuamente l’ATP. 
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Figura 15.18 La struttura dell'ATP, che mostra fa sua relazione con 
l’ADP, l’AMP e con l’adenosina. | gruppi fosforici, partendo da quello 
legato all’AMP vengono indicati con a, 8 e y. Notate la differenza 
tra i legami fosfoesterici e fosfoanidridici. 
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A. Reazioni di trasferimento 
del gruppo fosforico 


Le reazioni di trasferimento del gruppo fosforico: 
Rj-0-PO37 +R°-0H == R,-0H+R,-0-P037 


sono molto rilevanti per il metabolismo in generale. 
Alcune delle reazioni di questo tipo più importanti 
da questo punto di vista sono la sintesi e l’idrolisi 
dell'ATP: 


ATP+H,0 == ADP+P; 
ATP+H;0 == AMP+PP; 


dove P; e PP; rappresentano rispettivamente l’or- 
tofosfato (PO$”) e il pirofosfato (P.057) in molti 
dei loro stati di ionizzazione. Queste reazioni alta- 
mente esoergoniche sono accoppiate a numerosi pro- 
cessi biochimici endoergonici per guidarli a compimen- 
to. L’ATP viene poi rigenerato accoppiando la sua sin- 
tesi a un processo ancora più esoergonico (la termodi- 
namica delle reazioni accoppiate è stata discussa nel 
paragrafo 3.4C). 

Per meglio illustrare questi concetti, prendiamo in 
considerazione due esempi di reazioni di trasferimen- 
to del gruppo fosforico. La tappa iniziale del metabo- 
lismo del glucosio è la sua conversione in glucosio-6-fo- 
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crt 


AG®°' 
Composto (4 - mol-1) 
Fosfoenolpiruvato — 61,9 
1,3-bisfosfoglicerato — 49,4 
Acetil fosfato -43,1 
Fosfocreatina -43,1 
‘PP; 3335 
ATP ( —> AMP+ PP,) — 32,2 
ATP(—> ADP+P)) — 30,5 
Glucosio-1-fosfato -— 20,9 
Fruttosio-6-fosfato — 13,8 
Glucosio-6-fosfato — 13,8 
Glicerolo-3-fosfato —-9,2 


Fonte: Jencks, W.P, in Fasman, G.D., (curatore), Handbook of biochemistry and 
molecular biology, 3* ed., Physical and chemical data, Vol. I, pp. 296-304, 
CRC Press, 1976. 


sfato (paragrafo 16.2A). La reazione diretta del glu- 
cosio con il P; è termodinamicamente sfavorita (Fig. 
15.19a). Nei sistemi biologici però questa reazione 
è accoppiata all’idrolisi esoergonica dell’ATP in mo- 
do tale che la reazione complessiva risulti termodi- 
namicamente possibile. L’ATP può, a sua volta, esse- 
re sintetizzato a partire da ADP e P; mediante l’i- 


(a) AG°'(kJ - mol) 
Semi-reazione 

endoergonica 1 Pi + glucosio === Glucosio-6-P + Hs0 +13,8 
Semireazione 

esoergonica 2 ATP + H30 == ADP + Pi — 30,5 
Reazione comples- 

siva accoppiata ATP + glucosio === ADP + glucosio-6-P — 16,7 


AG°'(J - mol-!) 


(0) CCO7 

Semi-reazione Va Il A 

esoergonica 1 CH, = O: _+ H20 == CH3-C-C00-+ P; — 61,9 
OPO$ . 

Fosfoenolpiruvato Piruvato 

Semi-reazione 

endoergonica 2 ADP + Pi === ATP + H30 +30,5 

Reazi l 0007 n 

azione comples- _ . 

siva accoppiata CH — La È + ADP_ == CH3-C-C007 + ATP —31,4 

OPO 


Figura 15.19 Alcune reazioni accoppiate a cui partecipa l’ATP: (a) 
la fosforilazione del glucosio a glucosio-6-fosfato ed ADP. (b) La fo- 
sforilazione dell’ADP ad opera del fosfoenolpiruvato con formazione 
di ATP e piruvato. Ogni reazione è stata suddivisa nella reazione 


di fosforilazione (semi-reazione 1) e nell’idrolisi dell'ATP (semi-reazione 
2). Le due semi-reazioni procedono nella direzione in cui la reazione 
complessiva risulta esoergonica (AG<0). Ù 
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drolisi più esoergonica del fosfoenolpiruvato (Fig. 
15.19b e paragrafo 16.2). 

L’utilità bioenergetica delle reazioni di trasferimen- 
to del gruppo fosforico è data dalla loro stabilità ci- 
netica all’idrolisi, combinata con la loro capacità di 
trasferire relativamente grandi quantità di energia 
libera. I valori di AG°’ di idrolisi di alcuni composti 
fosforilati importanti in biochimica sono riportati nel- 
la Tabella 15.3. La negatività di questi valori viene 
spesso indicata come potenziale di trasferimento 
del gruppo fosforico, che è una misura della ten- 
denza dei composti fosforilati a trasferire i loro gruppi 
fosforici all'acqua. Notate che l’ATP ha un valore di 
potenziale di trasferimento del gruppo fosforico in- 
termedio. In condizioni standard, i composti che nella 
Tabella 15.3 stanno sopra l’ATP (che hanno un po- 
tenziale più negativo) trasferiscono spontaneamente 
un gruppo fosforico all’ADP per formare ATP, il qua- 
le, a sua volta, può trasferire spontaneamente un 
gruppo fosforico ai prodotti dell’idrolisi (la forma 
ROH) dei composti elencati sotto di lui (composti con 
potenziale meno negativo). 


Il AG di idrolisi dell'ATP varia con il pH, 
con la concentrazione dei metalli bivalenti 
e con la forza ionica 


Il AG di una reazione varia con la concentra- 
zione totale dei suoi reattanti e dei suoi prodotti e 
quindi con il loro stato di ionizzazione (Equazione 
.[3.15]). I valori di AG di idrolisi dei composti fosfori- 
lati dipendono quindi anche dal pH, dalla concentra- 
zione di ioni metallici bivalenti (gli ioni metallici bi- 
valenti come il Mg°+ hanno un’elevata affinità di le- 
game ai gruppi fosforici) e la forza ionica. Mediante 
la valutazione di queste entità, oltre che della con- 
centrazione di [ATP], [ADP] e [P;] (che in genere so- 
no intorno al millimolare) si è potuto stabilire che 
l’idrolisi di ATP in condizioni fisiologiche ha un AG 
di circa —50 kJ- mol-! invece di — 30,5 kJ- mol7!, 
valore corrispondente al AG°’. Ma per poter confron- 
tare correttamente reazioni diverse, ci riferiremo 
sempre a quest’ultimo valore. 

| La situazione descritta sopra non è unica per l’ATP. 
È importante tenere presente che, all’interno di una 
data cellula, le concentrazioni della maggior parte delle 
sostanze varia con la localizzazione e con il tempo. 
Inoltre, le concentrazioni di ioni, coenzimi e metaboli- 
ti hanno molto spesso valori diversi di alcuni ordini 
di grandezza tra le due facce delle membrane che cir- 
condano gli organelli subcellulari. Sfortunatamente, 
è abbastanza difficile ottenere misure accurate della 
concentrazione di una particolare specie chimica pre- 


sente in uno specifico compartimento cellulare e, di 
conseguenza, non possediamo sufficienti informazioni 
sui AG’ di molte delle reazioni che avvengono in vi- 
vo (cioè nella cellula). 


B. L'energia nei composti ad «alta energia» 


[628]I legami la cui idrolisi procede con valori di 
AG°’ profondamente negativi (in genere più negati 
vi di —25 kJ- mol7') vengono spesso chiamati le- 
gami ad «alta energia» oppure legami ricchi in 
energia e sono spesso indicati con il simbolo (—). 
Quindi, l’ATP può essere rappresentato come 
AR—-P-P-P, dove A è l’adenina, R il ribosio e P 
i vari gruppi fosforici. Il legame fosfoestere che uni- 
sce l’adenosina dell’ATP al suo gruppo fosforico a 
non sembra possedere un carattere elettronico molto 
diverso da quello dei legami cosiddetti «ad alta ener- 
gia» che stanno tra i gruppi fosforici 8 e y. Infatti, 
nessuno di questi legami ha proprietà insolite e quindi 
il termine legame ad alta energia è in qualche modo 
non esattamente corretto. (In ogni caso non bisogna 
confondersi con il termine «energia di legame», che 
viene definito come l’energia necessaria per rompe- 
re e non per idrolizzare un legame covalente.) Per- 
ché dunque le reazioni di trasferimento del gruppo 
fosforico dell’ATP sono così esoergoniche? La rispo- 
sta alla domanda ci arriva dalla stabilità dei reattanti 
e dei prodotti di queste reazioni. 

Il carattere di «legame ad alta energia» dei legami 
fosfoanidridici come quelli presenti nell’ATP dipen- 
de da diversi fattori (Fig. 15.20): 


1. La stabilizzazione per risonanza del legame fo- 
sfoanidridico è minore rispetto a quella dei suoi 
prodotti di idrolisi. Ciò avviene in quanto i due 


Figura 15.20 La competizione per risonanza (frecce curve dall'atomo 
di ossigeno centrale) e la repulsione tra cariche (linea a zig-zag) tra 
i gruppi fosforici di una fosfoanidride diminuiscono la sua stabilità 
rispetto ai prodotti di idrolisi. 


i 
i 
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gruppi fosforici elettron-attrattori della fosfoani- 
dride competono per gli elettroni 7 dell’atomo di 
ossigeno che forma il ponte tra i due gruppi: que- 
sta competizione è invece assente nei prodotti di 
idrolisi. In altre parole, la richiesta elettronica è 
meno soddisfatta nella fosfoanidride che nei suoi 
prodotti di idrolisi. 

2. Altrettanto importante è l’effetto destabilizzante 
della repulsione elettrostatica dei gruppi carichi 
della fosfoanidride in confronto ai suoi prodotti 
di idrolisi. Ad un pH fisiologico, l'ATP ha da tre 
a quattro cariche negative la cui mutua repulsio- 
ne elettrostatica viene in parte diminuita dall’ idro- 
lisi della molecola. 

3. Un'altra influenza destabilizzante, difficile da va- 
lutare, è data dalla minore energia di solvatazio- 
ne di una fosfoanidride rispetto ai suoi prodotti 
di idrolisi. Alcune misure tendono a indicare che 
questo fattore fornisce la più elevata forza trai- 
nante per l’idrolisi delle fosfoanidridi. 


Un'altra proprietà che rende 1’ ATP particolarmente 
idoneo come intermedio energetico deriva dalla rela- 
tiva stabilità cinetica dei suoi legami fosfoanidridici 
all’idrolisi. Molti tipi di anidridi vengono rapidamente 
idrolizzati una volta posti in una soluzione acquosa. 
I legami fosfoanidridici hanno però un’energia di at- 
tivazione insolitamente elevata. Di conseguenza, 
IPATP è ragionevolmente stabile in condizioni fisio- 
logiche, ma viene idrolizzato rapidamente nelle rea- 
zioni catalizzate da enzimi. 


Altri composti ad «alta energia» 


[629 ]I composti riportati nella Tabella 15.3 con po- 
tenziali di trasferimento del gruppo fosforico più ne- 
gativi di quello dell'ATP presentano, in aggiunta a 
quelle già osservate, altre influenze destabilizzanti. 


1. Acil fosfati 


L’idrolisi di acil fosfati (anidridi miste fosforico- 
carbossiliche), come ad esempio l’acetil fosfato e 
1’ 1,3-bisfosfoglicerato, 


CHz— C—-OPO7 
Acetil fosfato 
OE (o) 
—203POCH,— CH—C—-0P0? 
1,3-bisfosfoglicerato 


© 88-08-10538-5 


è favorita dalle stesse influenze di competizione per 
risonanza e dalla diversa solvatazione che operano 
nell’idrolisi delle fosfoanidridi. Apparentemente que- 
sti effetti sono. più pronunciati per gli acil fosfati che 
per le fosfoanidridi. 


2. Enol fosfati 


L’elevato potenziale di trasferimento del grup- 
po fosforico degli enol fosfati come il fosfoenolpiru- 
vato (Fig. 15.19b) deriva dal fatto che il loro prodotto 
di idrolisi enolico è meno stabile della forma tauto- 
merica chetonica. 
Ammettiamo che la reazione di idrolisi di un enol 
fosfato avvenga in due tappe (Fig. 15.21). La tappa 
di idrolisi è soggetta alle forze trainanti discusse pri- 
ma. La conversione altamente esoergonica della for- 
ma enolica nella forma chetonica è quindi quella re- 
sponsabile dell’impeto termodinamico aggiuntivo che 


consente al fosfoenolpiruvato di fosforilare l’ADP e. 


formare ATP. 


3. Fosfoguanidine 


L’alto potenziale di trasferimento del gruppo 
fosforico delle fosfoguanidine, come la fosfocrea- 
tina e la fosfoarginina, deriva in gran parte dalla 


competizione per risonanza nel loro gruppo guani- 


dinico, che è molto più pronunciata in questi com- 
posti che nelle fosfoanidridi (Fig. 15.22). Di conseguen- 
za, la fosfocratina può fosforilare l’ADP (vedi para- 
grafo 15.4C). 

I composti come il glucosio-6-fosfato oppure il 
glicerolo-3-fosfato, 


CH30 PO? 
H O, H CH,0H 
H | 
OH H/1. HO- a 
HO OH 
CH30 POÎ 
H. OH . 


a-D-glucosio-6-fosfato L-glicerolo-3-fosfato 

che stanno sotto l’ATP nella Tabella 15.3, non hanno 
una stabilizzazione per risonanza oppure una sepa- 
razione di carica significativamente diverse da quel- 
le dei loro prodotti di idrolisi. Le loro energie libere 
di idrolisi sono quindi più basse di quelle dei cosid- 
detti composti «ad alta energia». 
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Figura 15.21 L’idrolisi del fosfoenolpiruvato. La reazione viene divisa 
in due tappe, l’idrolisi e la tautomerizzazione. 


C. Il ruolo dell'ATP 


Come è riportato nella Tabella 15.3, l’ATP oc- 
cupa nella gerarchia termodinamica dei composti che 
possono trasferire gruppi fosforici una posizione in- 
termedia. Ciò consente all’ATP di essere il punto di 


Hal o Si contatto tra i donatori di gruppi fosforici ad «alta ener- 
lo) t NaYP-0- gia» e gli accettori di gruppi fosforici a «bassa ener- I 


ha La gia» (Fig. 15.23). Esaminiamo ora lo schema biochi- 
| mico generale, che è alla base di questi trasferimenti. io 
R In genere, le reazioni di trasferimento del gruppo 


R=CH2—C0s3 ; X= CH3  Fosfocreatina 


e 
R=CH,—CHy—CH,—CH—C03 ; X= H 


Fosfoarginina 


| Figura 15.22 La competizione per risonanza nelle fosfoguanidine. 


AG®' di idrolisi (kJ. mol-!) 


Figura 15.23 Il flusso dei gruppi fosforici dai donatori di gruppi fosfo- > 
rici ad alta energia, attraverso il sistema ATP-ADP, agli accettori di 
Bruppi fosforici a bassa energia. 
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fosforico altamente esoergoniche che hanno luogo du- 
rante la degradazione delle sostanze nutrienti sono 
accoppiate alla formazione di ATP a partire da ADP 
e P; catalizzata da una serie di enzimi noti con il no- 
me di chinasi; questi enzimi promuovono il trasfe- 
rimento di un gruppo fosforico tra l’ATP e altre mo- 
lecole. Prendiamo in considerazione le due reazioni 
riportate nella Fig. 15.19b. Se esse avvengono indi- 
pendentemente, queste reazioni non si potranno in- 
fluenzare vicendevolmente. Nella cellula però l’enzi- 
ma piruvato chinasi accoppia le due reazioni cata- 
lizzando il trasferimento del gruppo fosforico del fo- 
sfoenolpiruvato direttamente all’ADP e la reazione 
diventa complessivamente esoergonica. 


Consumo di ATP 


Nel suo ruolo di moneta energetica universale 
dei sistemi viventi, l’ATP viene consumato in molti 
modi diversi: 


1. Tappe iniziali della demolizione delle sostan- 
ze nutrienti 
L’idrolisi esoergonica dell’ATP ad ADP può 
essere accoppiata enzimaticamente a una reazio- 
ne endoergonica di fosforilazione per formare un 
composto fosforilato a «bassa energia». Abbiamo 
già visto un esempio di questo processo nella rea- 
zione catalizzata dalla esochinasi, cioè nella for- 
mazione del glucosio-6-fosfato (Fig. 15.19a). Un al- 
tro esempio è la fosforilazione, catalizzata dalla 
fosfofruttochinasi del fruttosio-6-fosfato per ge- 
nerare il fruttosio-1,6-bisfosfato (Fig. 15.24). 
Queste due reazioni fanno parte delle tappe ini- 
ziali della glicolisi (paragrafo 16.2). 

2. Interconversione dei nucleosidi trifosfato 
Molti processi biosintetici, come la sintesi 
delle proteine e degli acidi nucleici, richiedono 
anche nucleosidi trifosfato diversi dall’ATP. Per 
esempio, nella biosintesi dell’RNA sono necessari, 
oltre all’ATP, anche i ribonucleosidi trifosfato CTP, 
GTP e UTP (paragrafo 1.3C), mentre i deossiribo- 
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nucleosidi trifosfato dATP, dCTP, dGTP, dTTP so- . 


no invece precursori del DNA (paragrafo 31.1A) 


Tutti questi nucleosidi trifosfato (NTP) vengo- 


no sintetizzati dall’ATP e dai corrispondenti nu- 
cleosidi difosfato (NDP) in una reazione cata. 
lizzata da un enzima non specifico chiamato nu- 


cleoside difosfato chinasi: di 


ATP+NDP == ADP+NTP 


Il valore di AG°’ di questa reazione è, come ci 


si deve aspettare dalle somiglianze strutturali tra 


i vari NTP, vicino allo zero. Queste reazioni sono . 


quindi guidate dalla continua deplezione in NTP 
prodotta dalla loro idrolisi esoergonica nelle rea. 


zioni biosintetiche a cui i nucleotidi partecipano . 


(paragrafo 3.4C). 
Processi fisiologici 


L’idrolisi dell'ATP ad ADP e P; produce l’e- 


nergia essenziale per i processi fisiologici endoer 
gonici come la contrazione del muscolo e il tra- 


sporto di molecole e ioni attraverso la membrana . 
contro un gradiente di concentrazione. In gene- . 


re, questi processi derivano da modificazioni con- 
formazionali in proteine (enzimi) che avvengono 


in risposta al legame dell'ATP, seguito poi dalla 
sua idrolisi esoergonica ad ADP e P,, idrolisi che : 


rende il processo unidirezionale, cioè irreversibile. 
Altri tipi di rottura delle fosfoanidridi 
nelle reazioni altamente endoergoniche 


In molte delle reazioni a cui partecipa 'ATP : 
si ha la formazione di ADP e P; (rottura orto- . 
fosforica), in altre si ha la formazione di AMP : 


e PP; (rottura pirofosforica). In quest’ultimo ca- 


so, il PP; si idrolizza rapidamente a 2P; ad opera 
della pirofosfatasi inorganica (AG°’=—33,5 ‘ 
kJ- mol-!); quindi, nella rottura pirofosforica si . 


ha, in ultima analisi, l’idrolisi di due legami fo- 
sfoanidridici «ad alta energia». La prima tappa del- 
l'ossidazione degli acidi grassi (Fig. 15.25 e para- 
grafo 23.2A) è un esempio di questo tipo di rea- 
zioni. La rottura pirofosforica è di per sé insuffi- 
cientemente esoergonica per portare a compimen- 


“*o3P-_0—CHa o__ CHz-0H "?o3P_0—CHsa g__ CHa-0— PO?” 
H HO + ATP __Fosfofruttochinasi___ H HO + ADP 
H OH AG® = -14,2 kJ * mol! H OH 
HO H HO H 


Fruttosio-6-fosfato 


Figura 15.24 La fosforilazione del fruttosio-6-fosfato da parte dell'ATP 
per formare fruttosio-1,6-bisfosfato e ADP. 


Fruttosio-1,6-bisfosfato 
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Figura 15.25 L'attivazione di un acido grasso coinvolge la sua con- 
versione a tioestere. Nella prima fase, l'acido grasso viene adenilato 
in una reazione a cui partecita l’ATP. Nella seconda tappa, il coenzi- 
ma A (CoA-SH), una molecola organica piuttosto complicata che ha 
un gruppo SH funzionale (Fig. 19.2), sposta l’AMP e forma l’addotto 
acil-CoA. Per queste due tappe il AG” risulta essere +4,6 kj - mol7!; 
quindi anche in condizioni fisiologiche questa reazione è sfavorita. 
L'idrolisi del prodotto pirofosfato, che ha un AG° di —33,5 
kJ-mol7!, guida la reazione di attivazione a compimento. 


to la reazione di attivazione degli acidi grassi. Que- 
sta reazione viene resa irreversibile però dalla con- 
temporanea idrolisi del pirofosfato. Anche la sintesi 
degli acidi nucleici dagli appropriati NTP produce 
PP; (paragrafo 29.2 e 31.14); le variazioni di ener- 
gia libera di queste reazioni sono vicine allo zero e 
quindi l’idrolisi del pirofosfato diventa essenziale per 
guidare la sintesi degli acidi nucleici. 


Formazione dell'ATP 


Per completare la sua funzione di intermedio 
metabolico, l’ATP deve anche essere ricostituito. A 
questo scopo sono deputati tre processi distinti: 


1. Fosforilazione a livello del substrato 
L’ATP può essere formato (Fig. 15.19b) per 
trasferimento diretto di un gruppo fosforico «ad 
alta energia» dal fosfoenolpiruvato all’ADP. Que- 
sto tipo di reazioni che vengono chiamate fosfo- 
rilazioni a livello del substrato sono molto co- 


muni nelle prime tappe del metabolismo dei car- 
boidrati (paragrafo 16.2). 

2. Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione 
Sia il metabolismo ossidativo che la fotosin- 
tesi agiscono generando un gradiente di concen- 
trazione di protoni (H*) tra le facce di una mem- 
brana (paragrafi 20.3 e 22.2D). La scarica di que- 
sto gradiente è accoppiata enzimaticamente alla 
formazione di ATP da ADP e P; (l’inverso dell’i- 
drolisi dell’ATP). Nel metabolismo ossidativo que- 
sto processo viene detto fosforilazione ossidati- 
va, mentre nella fotosintesi viene usato il termi- 
ne fotofosforilazione. La maggior parte dell’ATP 
negli organismi che respirano o che fotosintetiz- 
zano viene prodotto in questo modo. 

3. Reazione dell’adenilato chinasi 
L’AMP prodotto dalle reazioni che utilizza- 
no la rottura pirofosforica dell'ATP viene conver- 
tito in ADP in una reazione catalizzata dall’enzi- 
ma adenilato chinasi: 


AMP+ATP == 2ADP 


L’ADP viene successivamente convertito in ATP 
per fosforilazione a livello del substrato oppure 
mediante la fosforilazione ossidativa o la fotofo- 
sforilazione. 


Velocità di turnover dell’ATP 


[643]Il ruolo intracellulare dell'ATP non è quello di 
riserva di energia libera, ma quello di trasferire e tra- 
sportare l’energia libera ove sia necessario. La quan- 
tità di ATP presente in una cellula è sufficiente di 
solito a rifornire di energia libera la cellula stessa 
per uno o due minuti. Quindi, l’A'TP viene continua- 
mente idrolizzato e rigenerato. Esperimenti con mar- 
catura con 3*P hanno dimostrato che il tempo di di- 
mezzamento metabolico di una molecola di ATP va- 
ria da pochi secondi a qualche minuto a seconda del 
tipo di cellula e della sua attività metabolica. Per esem- 
pio, le cellule del cervello hanno una riserva di ATP 
solo di alcuni secondi (che in parte può spiegare il 
suo rapido deterioramento in assenza di ossigeno). 
Una persona media a riposo consuma e rigenera ATP 
a una velocità di circa 3 moli (1,5 kg) per ora e circa 
dieci volte di più durante un’attività molto faticosa. 


La fosfocreatina è una riserva ad alta energia 
per la formazione di ATP 


Il muscolo e le cellule nervose, che hanno un 
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elevato turnover di ATP, hanno una riserva di ener- 
gia libera che serve a rigenerare molto rapidamente 
l’ATP. Nei vertebrati questa funzione è svolta dalla 
fosfocreatina (Fig. 15.22), che viene sintetizzata me- 
diante la fosforilazione reversibile della creatina ad 
opera dell’ATP in una reazione catalizzata dalla crea- 
tina chinasi: 


ATP + creatina = fosfocreatina + ADP 
AG®'= + 12,6 kJ- mol! 


Notate che questa reazione in condizioni standard 
è endoergonica; le concentrazioni intracellulari dei 
reattanti e dei prodotti sono tali da consentirle di ope- 
rare praticamente all’equilibrio (AG circa zero). Quan- 
do la cellula è in uno stato di quiescenza, la concen- 
trazione di ATP è relativamente elevata e la reazio- 
ne procede verso la sintesi della fosfocreatina; quan- 
do l’attività metabolica è invece pronunciata, la con- 
centrazione di ATP si abbassa e l’equilibrio si sposta 
verso la sintesi di ATP. La fosfocreatina funziona 
quindi come un «tampone» per l’ATP nelle cellule in 
cui è presente l’enzima creatina chinasi. Normalmente 
un muscolo scheletrico a riposo di un vertebrato ha 
una quantità di fosfocreatina sufficiente a rifornirlo 
di energia libera per alcuni minuti (ma soltanto per 
alcuni secondi in condizioni di massimo sforzo). Nei 
muscoli di alcuni invertebrati, come le aragoste, le 
stesse funzioni sono svolte dalla fosfoarginina. Le fo- 
sfoguanidine vengono indicate nel loro insieme con 
il termine di fosfageni. 


5. REAZIONI DI OSSIDO-RIDUZIONE 


Le reazioni di ossido-riduzione, processi in 
cui si ha il trasferimento di elettroni, hanno un’im- 
portanza biochimica immensa; esse sono la fonte del- 
la maggior parte dell’energia libera che i sistemi vi- 
venti utilizzano. Nella fotosintesi (Capitolo 22), la CO 
viene ridotta (acquista elettroni) e 1’H.0 viene ossi- 
data (perde elettroni) per generare carboidrati ed O, 
in un processo endoergonico che riceve l’energia ne- 
cessaria dalla luce. Nel metabolismo aerobico che av- 
viene in molti eucarioti e procarioti, la reazione foto- 
sintetica complessiva è praticamente rovesciata e l’e- 
nergia viene ricavata dall’ossidazione dei carboidrati 
e di altre sostanze nutrienti per formare l’ATP (Ca- 
pitolo 20). Il metabolismo anaerobico genera invece 
lPATP, anche se con una resa minore, mediante 
l’ossido-riduzione intramolecolare di varie molecole 
organiche, come ad esempio nella glicolisi (Capitolo 
16) oppure in alcuni tipi di batteri anaerobici, me- 
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diante l’uso di agenti ossidanti che non utilizzano 
lO: come il solfato e il nitrato. In questo paragrafo 
vedremo la termodinamica delle reazioni di ossido- 
riduzione, per comprendere gli aspetti quantitativi 
di questi processi biochimici di cruciale importanza. 


A. L'equazione di Nernst 


Le reazioni di ossido-riduzione (note anche co- 
me reazioni redox) sono simili ad altri tipi di rea- 
zioni chimiche in cui si ha il trasferimento di un grup- 
po funzionale. Per esempio, l’idrolisi trasferisce un 
gruppo funzionale all’acqua. Nelle reazioni di ossido- 
riduzione i «gruppi» trasferiti sono gli elettroni che 
passano da un donatore di elettroni (agente ridu- 
cente o semplicemente riducente) a un accettore 
di elettroni (agente ossidante o ossidante). Nella 
reazione 


Fe3+ + Cut == Fe?+ + Cu?+ 


il Cu*, il riducente, viene ossidato a- Cu?+ mentre 
il Fe5*, l’ossidante, viene ridotto a Fe?*. 


Le reazioni redox possono essere divise in due 


semi-reazioni o in due coppie redox: 


Feì+ +e == Fe2+ (riduzione) 


Cut == Cu?* + e° (ossidazione) 

la somma delle due reazioni ci dà la reazione com- 
plessiva riportata sopra. Queste semi-reazioni hanno 
luogo durante il metabolismo ossidativo nel traspor- 
to mitocondriale degli elettroni mediato dalla cito- 
cromo c ossidasi (paragrafo 20.2C). Notate che per 
trasferire gli elettroni è necessario che le due reazio- 
ni avvengano contemporaneamente. Infatti gli ‘elet- 


troni sono l’intermedio comune delle due semi- 


reazioni. 


Celle elettrochimiche 


Una semi-reazione è costituita da un donatore 
di elettroni e dal suo accettore coniugato di elettroni; 
nella semi-reazione di ossidazione mostrata prima, 
il Cu* è il donatore di elettroni e il Cu?* è l’accetto- 
re coniugato di elettroni. Insieme esse costituiscono 
una coppia redox coniugata analoga alla coppia 


acido-base coniugata (HA e A7) di un acido di Brpn- 


sted (paragrafo 2.2 A). Esiste però una differenza im- 
portante tra questi due tipi di coppie e cioè le due 
semi-reazioni di una reazione redox, ognuna forma- 
ta da una coppia redox coniugata, possono essere fi- 


dici preiea ci, 
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Figura 15.26 Un esempio di cella elettrochimica. La semicella che 
sta subendo l'ossidazione (il Cu* che diventa Cu°* +e7) passa gli 
elettroni liberati attraverso il cavo di connessione alla semicella in 
cui si ha la riduzione (Fef* +e7 che diventa Fe?*). L'elettroneutra- 
lità nelle due semicelle viene mantenuta dal passaggio di ioni attra- 
verso il ponte salino contenente un elettrolita. 


sicamente separate per formare una cella elettro- 
chimica (Fig. 15.26). In questo apparecchio, le due 
semi-reazioni avvengono in semicelle separate e gli 
elettroni passano da una semicella all’altra come una 
corrente elettrica in un filo metallico che collega gli 
elettrodi immersi nelle semicelle. Per completare il 
circuito elettrico e per fornire un condotto attraver- 
so cui gli ioni possano migrare per mantenere la neu- 
tralità elettrica è necessario impiantare anche un pon- 
te salino tra le due semicelle. 

È particolarmente facile misurare l’energia libera 
di una reazione di ossido-riduzione determinando la 
differenza di voltaggio che si stabilisce tra le due se- 
micelle. Prendiamo in considerazione la reazione re- 
dox generale: 


65s + Brid > Aria + B5ù 


- in cui vengono trasferiti n elettroni per mole di ri- 


ducente (Bria) all’ossidante (At). L'energia libera di 
questa reazione viene espressa, in base all’equazione 
[3.15], da 


AG=AG°+RT In [15.2] 


ln] 
n [Bra] 


L’equazione [3.12] stabilisce che, in condizioni rever- 
sibili, 


AG=Ww'=wWa [15.3] 


dove w', il lavoro non di tipo volume-pressione, cor- 
risponde in questo caso a wai, il lavoro elettrico ne- 


cessario per trasferire n moli di elettroni attraverso 
una differenza di potenziale elettrico di A£ In ac- 
cordo con la legge dell’elettrostatica, abbiamo 

wa=n FA [15.4] 
dove £ il faraday, è la carica elettrica di una mo- 
le di elettroni (1 & =96,494 C-mol-!= 96,494 
J:V7!mol-!). Sostituendo l’equazione [15.4] nell’e- 
quazione [15.3]. 

AG=-nFAÉ [15.5] 


Combinando le equazioni [15.2] e [15.5] e sostituendo 
per AG°, otteniamo l’equazione di Nernst: 


A4=AG°- In 
[As IBreal 


RT [A real[Bat] 
n&F 


[15.6] 


che è stata formulata nel 1881 da Walther Nernst. 
In questa equazione, A la forza elettromotrice 
(fem) oppure potenziale redox, viene descritta co- 
me una pressione di elettroni che può essere eserci- 
tata da una cella elettrochimica. La grandezza A£°, 
il potenziale redox quando tutti i componenti sono 
nei loro stati standard, viene detto potenziale re- 
dox standard. Se questi stati standard si riferiscono 
a stati standard biochimici (paragrafo 3.4B), A£° de- 
ve essere sostituito con A.£#°”. Notate che un valore 
positivo di A #nell’equazione [15.5] comporta un va- 
lore di AG negativo; in altre parole, un valore di A# 
positivo è un indice della spontaneità di una reazio- 
ne, cioè una reazione che può avvenire. 


B. Misure dei potenziali redox 


Le variazioni di energia libera di una reazione 
redox possono essere determinate, come indica l’e- 
quazione [15.5], misurando semplicemente il poten- 
ziale redox con un voltmetro (Fig. 15.26). Le misure 
di voltaggio vengono usate comunemente per carat- 
terizzare la sequenza delle reazioni che costituisco- 
no una via di trasporto degli elettroni (come accade 
per esempio nel metabolismo ossidativo; Capitolo 20). 

Ogni reazione redox può essere divisa nelle sue due 
semi-reazioni che la compongono: 


AR + ne => Aria 


Bri + ne? == Brig 


dove per convenzione le semi-reazioni vengono scritte 
sotto forma di riduzioni. A queste semi-reazioni può 
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essere assegnato un potenziale di riduzione, 
ed , in base all’equazione di Nernst: 


_ g0o_RT [A rial 
VARA = In (Asa n [15.7a] 

sa RT Brial 
= 6-7 n (ced [15.75] 


Per la reazione redox complessiva abbiamo: 


AF°=£ (è — accettore) SE (@— donatore) [15.8] 
Quando la reazione procede con A come accettore 
degli elettroni e con B come donatore degli elettroni, 
AE°= Z-£$ e allo stesso modo per A£ 

I potenziali di riduzione, come l’energia libera, de- 
vono essere definiti sulla base di alcuni standard ar- 
bitrari. Per convenzione, i potenziali di riduzione 
standard vengono riferiti alla semi-reazione stan- 
dard dell’idrogeno 


2H* +2e7 == Hy(g) 


in cui il pHè 0, la temperatura è 25°C ed è in equilibrio 
con H, gassoso alla pressione di 1 atmosfera in contat- 
to con l'elettrodo di platino. A questa semicella viene 
assegnato arbitrariamente un potenziale di riduzione 
standard £° pari a zero volt (1V=1J- C-!). Analoga- 
mente, £°’ per la semi-reazione dell’idrogeno a pH 
7,0 viene considerato pari a zero volt (la semicella 
standard di idrogeno, a pH 0, ha un #' di 0,421 
V). Quando il A#è positivo, il AG è negativo (vedi 
equazione [15.5]) e si ha a che fare con un processo 
spontaneo. Se vengono messe in contatto due semi- 
reazioni in condizioni standard, la direzione della 
spontaneità sarà quella che porta alla riduzione della 
coppia redox con un potenziale di riduzione più po- 
sitivo; più positivo è il potenziale di riduzione, più 
elevata è l’affinità per gli elettroni della forma ossi- 
data della coppia redox. 


Le semi-reazioni biochimiche 
hanno un profondo significato fisiologico 


Nella Tabella 15.4 sono elencati i potenziali di 
riduzione (£° ‘) di alcune semi-reazioni di particola- 
re importanza biochimica. La forma ossidata della 
coppia redox con un potenziale di riduzione larga- 
mente positivo ha un’elevata affinità per gli elettro- 
ni ed è un forte accettore di elettroni (agente ossi- 
dante), mentre il suo riducente coniugato è un dona- 
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tore di elettroni debole (agente riducente). Per esem. 
pio, 1’O, è il più forte agente ossidante di quelli ri. 
portati nella Tabella 15.4, mentre l’acqua che si tiene 
molto stretti i suoi elettroni è il riducente più debole, 
Per le semi-reazioni con un potenziale di riduzione 
negativo la situazione è esattamente l’opposto. Poi- 
ché gli elettroni fluiscono spontaneamente da poten- 
ziali di riduzione bassi (negativi) verso potenziali alti 
(positivi), essi possono essere trasferiti, guardando la 
Tabella 15.4, dal prodotto ridotto di una semi-reazione. 
al reagente ‘ossidato della semi-reazione che sta so: 
pra (anche se in assenza di un opportuno enzima la 
velocità potrebbe essere trascurabile). Notate che gli 
ioni Fe?+ dei vari citocromi presenti nell’elenco del- 
la Tabella 15.4 hanno potenziali significativamente 
diversi. Ciò indica che la componente proteica degli 
enzimi redorx ha una funzione attiva nelle reazioni 
di trasferimento degli elettroni, modulando i poten: 
ziali dei centri attivi redox con cui entra in contatto. 

Le reazioni di trasferimento degli elettroni hanno 
un’enorme importanza biologica. Per esempio, nella 
catena mitocondriale di trasporto degli elettroni (pa- 
ragrafo 20.2), la fonte principale di ATP negli euca- 
rioti, gli elettroni passano dal NADH (Fig. 12.2) fino 
all’O, attraverso una serie di accettori di elettroni 
con potenziali di riduzione crescenti (molti di essi 
sono presenti nella Tabella 15.4). L’ATP viene pro- 
dotto da ADP e P;, accoppiando la sua sintesi con 
questa cascata di energia libera. Il NADH funziona 
quindi come un coenzima per il trasferimento di elet: 
troni «ricchi di energia». Infatti, l'ossidazione di una 
molecola di NADH a NAD+ fornisce una quantità 
di energia libera sufficiente a formare tre molecole 
di ATP. La coppia redox NAD*/NADH agisce da ac- 
cettore di elettroni in molte ossidazioni metaboliche 
esoergoniche. Quando poi il NADH dona gli elettro- 
ni per la sintesi dell'ATP, si completa il suo ruolo 
ciclico come conduttore di energia libera, che ricor- 
da molto da vicino quello dell’ATP stesso. La funzio- 
ne metabolica dei coenzimi redox verrà discussa an- 
che nei capitoli successivi. 


Semi-reazione 


0,+2Ht +27 == H20 

d03- +2H* +27 == SO3- +H,0 

‘NO7 +2H* +267 = NO,7 + H,0 

‘Citocromo 43 (Fe?*)+e7 =" citocromo 23 (Fe?*) 
(@+2H* +2e7 == H20: 

‘Citocromo a (Fe? *)+e7 == citocromo a (Fe2+) 
‘Citocromo c (Fef*)+e7 == citocromo c (Fe?+) 
Citocromo ci (Fe?*)+e7 == citocromo ci(Fe?*) 
‘Citocromo b (Fe?*)+e7 == citocromo b (Fe?*) (mitocondriale) 
‘ Ubichinone + 2H* + 2e7 == ubichinolo 

è Fumarato ” + 2H* + 2e7 == succinato” 
FAD+2H*+2e7 == FADH, (nelle flavoproteine) 
* Ossalacetato 7 + 2H * + 2e7 == malato” 

Piruvato 7 + 2H* + 2e7 == lattato” 

Acetaldeide + 2H* + 2e7 == etanolo 

FAD + 2H* +2e7 == FADH; (coenzima libero) 
$+2H*+2e7 == HS 

‘Acido lipoico + 2H* + 2e7 == acido diidrolipoico 
NAD* + H* + 2e7 == NADH 

NADP+ + H* + 2e7 == NADPH 

Cistina + 2H* + 2e7 == 2 cisteina 

Acetoacetato ” +2H* + 2e7 == f-idrossibutirrato 7 
Ht+e7 ==1H, 

! Acetato” +3H* +2e7 == acetaldeide + H,0 


Vol. I, pp. 123-130, CRC Press, 1976. 


gli elettroni) esistente tra le due facce della membra- 
na interna mitocondriale guida la sintesi enzimatica 
di ATP da ADP e P; (paragrafo 20.3). Si può effettua- 
re la quantificazione dell’energia libera contenuta in 
un gradiente di concentrazione utilizzando i concetti 
che abbiamo visto per le celle elettrochimiche. 

Il potenziale di riduzione e l’energia libera di una 
semicella variano con la concentrazione dei suoi rea- 
genti. Una cella elettrochimica può quindi essere co- 
stituita da due semicelle contenenti le stesse specie 
chimiche, ma a concentrazioni diverse. La reazione 
complessiva per questa cella elettrochimica può esse- 
Te rappresentata come 


C. Gradienti di concentrazione 


Un gradiente di concentrazione ha un’entropia 
più bassa (elevato grado di ordine) rispetto alla corri- 
spondente soluzione a concentrazione uniforme e quin: 
di è necessario usare energia libera per formarlo. Di 
conseguenza, la scarica del gradiente di concentrazio- 
ne è un processo esoergonico che può essere utilizzato 
per favorire una reazione endoergonica. Per esempio; 
la scarica del gradiente di concentrazione di protoni 
(generato dalle reazioni della catena di trasporto de- 


Ass (semicella 1) + Aria(semicella 2) == 

== AR4(semicella 2)+ Arja(semicella 1) [15.9] 
€, in base all’equazione di Nernst, poiché il A#° di- 

venta zero quando in entrambe le celle avviene la 

Stessa reazione 
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0,815 . 
0,48 
0,42 
0,385 
0,295 
0,29 
0,254 
0,22 
0,077 
0,045 
0,031 

-0 

-0,166 

— 0,185 

— 0,197 

- 0,219 

- 0,23 

0,29 

- 0,315 

— 0,320 

— 0,340 

— 0,346 

- 0,421 

-— 0,581 


CE LL pin een 
Fonte: la maggior parte da LoacH, P.A., in Fasman, G.D., (curatore), Handbook of biochemistry and molecular biology, 3* ed., Physical and chemical data, 


RT [Ar*(semicella 2)I[Aria(semicella 1)] 


Sr nEF [Ar+(semicella 1)I[Ar;a(semicella 2)] 


I gradienti di concentrazione sono in grado di gene- 
rare un lavoro elettrico fino a che non giungono al- 
l’equilibrio, cioè quando le concentrazioni nelle due 
semicelle diventano uguali (Keq= 1). La reazione in 
effetti è data dal mescolamento del contenuto delle 
due semicelle; l’energia libera viene generata dalla 
variazione in entropia prodotta dal mescolamento. 


6. LA TERMODINAMICA DELLA VITA 


Uno degli ultimi tentativi di sopravvivenza del 
vitalismo, la dottrina secondo cui i processi biologi- 
ci non sono legati alle leggi fisiche che governano 
la materia inanimata, fu quello di cercare di stabilire 
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che gli organismi viventi possono evadere le leggi 
della termodinamica. Queste idee furono però smen- 
tite da tutta una serie di elaborate misure calorime- 
triche su animali viventi che confermarono come i 
processi in questi organismi erano in accordo con 
le predizioni sulla conservazione dell’energia della 
prima legge della termodinamica. La verifica speri- 
mentale della seconda legge della termodinamica nei 
sistemi viventi è molto difficile. Non è stato possibi- 
le misurare l’entropia della materia vivente in quanto 
il calore gp di una reazione a T e P costanti è ugua- 
le a TAS soltanto se la reazione avviene reversibil- 
mente (Equazione [3.8)). Lo smantellamento di un 
organismo vivente nei suoi componenti molecolari 
per poter effettuare queste misure comporta ovvia- 
mente la sua morte. Lo stato delle conoscenze speri- 
mentalmente verificate a tutt'oggi ci dice che l’en- 
tropia della materia vivente è minore di quella dei 
suoi prodotti. 

In questo paragrafo esamineremo gli aspetti spe- 
ciali della termodinamica dei sistemi viventi. Le co- 
noscenze su questo argomento, anche se non sono 
ancora complete, ci hanno permesso di comprende- 
re come vengono regolate le vie metaboliche, come 
le cellule rispondono a stimoli esterni e come gli or- 
ganismi crescono e si modificano con il tempo. 


A. | sistemi viventi 
non possono essere all'equilibrio 


La termodinamica classica o dei sistemi al- 
l’equilibrio (Capitolo 3) si applica ai processi rever- 
sibili in sistemi chiusi. Il destino di ogni sistema chiu- 
so, come abbiamo visto nel paragrafo 3.4A, è quello 
di raggiungere inevitabilmente l’equilibrio. Per esem- 
pio, se un reagente è presente in eccesso, la reazione 
procederà nella direzione verso destra (in avanti) fi- 
no a che non viene raggiunto l’equilibrio (AG=0). 


Al contrario, i sistemi aperti possono restare in uno- 


: stato non all’equilibrio fino a quando sono in grado 
di acquisire energia libera dall'ambiente circostante 
sotto forma di reagenti, calore oppure lavoro. La ter- 
modinamica classica ci fornisce le informazioni per 
studiare se in un sistema aperto un dato processo 
può avvenire spontaneamente, ma se vogliamo ap- 
profondire l’analisi dei sistemi aperti è necessario in- 
vece applicare i principi, formulati solo di recente, 
della termodinamica dei sistemi non all’equili- 
brio oppure irreversibile. Al contrario della ter- 
modinamica classica, questa teoria tiene conto anche 
del tempo. 

Gli organismi viventi sono sistemi aperti e quindi 


Li I n 


non possono essere mai all’equilibrio. Essi ingerisco- : 
no continuamente nutrienti a bassa o alta entropia, 
che poi convertono in prodotti a bassa o alta entro-- 
pia. L'energia libera che viene generata da questi pro- 
cessi viene usata per produrre lavoro e l’alto grado 
di organizzazione caratteristico della vita. Se questo. 
processo si interrompe, l’organismo alla fine raggiun. 
ge l’equilibrio che per la materia vivente è sinonimo. 
di morte. Per esempio, una teoria sull’invecchiamen- 
to dice che la senescenza dipende dall’accumulo ca 
suale, ma inevitabile, nella cellula di difetti genetici‘ 
che interferiscono e alla fine danneggiano il corretto’. 
funzionamento dei processi connessi alla vita. (La teo- 
ria non spiega però come mai gli organismi a cellula 
singola o le cellule germinali degli organismi multi- 
cellulari, che sono in effetti immortali, possono sfug= 
gire a questo destino chiamato catastrofe di errori.).. 
I sistemi viventi devono mantenere il loro stato non. 
all’equilibrio per diverse ragioni: 


1. Soltanto un processo non all’equilibrio può effet. 
tuare un lavoro utile. . 

2. Le intricate funzioni regolatrici che sono caratte 
ristiche della vita richiedono uno stato non all’e 
quilibrio, in quanto un processo all’equilibrio non: 
può essere diretto in nessuna direzione specifica 
(come una nave ferma non risponde più al timo=. 
ne). 

3. I complessi sistemi cellulari e molecolari che par: 
tecipano ai processi biologici possono essere man- 
tenuti solo in uno stato non all’equilibrio. I siste- 
mi viventi sono instabili in quanto vengono de- 
gradati dalle reazioni biochimiche che essi stessi. - 
promuovono. La loro rigenerazione, che è di soli--. 
to praticamente simultanea alla degradazione, ne- 
cessita di un continuo afflusso di energia libera. 
Per esempio, il consumo di glucosio, che serve: 
a generare ATP (paragrafo 16.2), inizia, come ab- 
biamo visto prima, con l’utilizzo di ATP nelle rea. 
zioni che convertono il glucosio a glucosio-6-fosfato:. 
e il fruttosio-6-fosfato a fruttosio-1,6-bisfosfato.. 
Quindi se il metabolismo viene sospeso per uni: 
tempo sufficientemente lungo da esaurire qualun 
que rifornimento di ATP, il metabolismo del glu 
cosio non potrà prendere avvio. La vita differisce 
perciò in modo sostanziale da una macchina com 
plessa come un computer. Entrambi richiedono 
un continuo flusso di energia libera per essere at 
tivi. La funzione della macchina è basata su una 
struttura statica e quindi quest’ultima può essere 
ripetutamente spenta e accesa senza danni. La vi 
ta, al contrario, è basata su processi di auto 
distruzione e di auto-rigenerazione che una volta 
interrotti non possono ricominciare. 
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B. La termodinamica dei sistemi 
non all'equilibrio e lo stato stazionario 


[653]Nei processi non all’equilibrio, qualche cosa 
(materia, cariche elettriche oppure calore) deve flui- 
re cioè cambiare la sua distribuzione spaziale. Nella 
meccanica classica, l'accelerazione di una massa è una 
‘risposta all’applicazione di una forza. Analogamen- 
te, i flussi nei sistemi termodinamici sono il risulta- 
to di una forza termodinamica (forza motrice) 
che deriva dallo stato non all’equilibrio del sistema. 
Per esempio, il flusso di materia nella diffusione è 
guidato dalla forza termodinamica di un gradiente 
di concentrazione; la migrazione di una carica elet- 
trica (una corrente elettrica) si ha in risposta ad un 
gradiente in un campo elettrico (una differenza di 
potenziale); il trasporto di calore avviene in funzio- 
ne di un gradiente termico; una reazione chimica 
è invece il risultato di una differenza nel potenziale 
chimico. Questi flussi vengono detti coniugati alla 
loro forza termodinamica. In particolari condizioni 
una forza termodinamica può innescare anche flus- 
si non coniugati. Per esempio, un gradiente di con- 
centrazione può dare origine a una corrente elettri- 
ca, allo sviluppo di calore (come quando si mescola- 
no acido cloridrico e acqua) oppure a reazioni chi- 
miche (la produzione mitocondriale di ATP è accop- 
piata alla dissipazione di un gradiente di protoni). 
Un gradiente in un potenziale elettrico può genera- 
re un flusso di materia (elettroforesi), calore (il ri- 
scaldamento delle resistenze) oppure una reazione 
chimica (la carica di una batteria). Quando una for- 
za termodinamica stimola un flusso non coniugato 
il processo viene detto trasduzione energetica. 


I sistemi viventi mantengono lo stato staziona- 
rio 


I sistemi viventi sono caratterizzati, almeno per 
la maggior parte, dal fatto di essere nello stato sta- 
zionario. Ciò significa, però, che tutti i flussi del 
sistema sono costanti ed il sistema stesso non varia 
nel tempo. Alcuni processi ambientali allo stato sta- 
zionario sono illustrati nella Fig. 15.27. Ilya Prigogi- 
ne, un pioniere nello studio della termodinamica ir- 
reversibile, ha dimostrato che un sistema allo stato 
stazionario produce la massima quantità di lavoro 
utile per una data spesa energetica nelle condizioni 
più favorevoli. Lo stato stazionario di un sistema 
aperto corrisponde quindi allo stato con la massima 
efficienza termodinamica. In analogia con il princi- 
pio di Le Chatelier, piccole perturbazioni dello stato 
stazionario danno origine a variazioni nei flussi tali 
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da opporsi a queste perturbazioni e indurre il siste- 
ma a ritornare alla stato iniziale. Lo stato staziona- 
rio di un sistema aperto è quindi analogo allo stato 
all’equilibrio di un sistema chiuso; entrambi gli stati 
sono stabili. 

Nei capitoli seguenti vedremo che molti dei mec- 
canismi biologici di regolazione agiscono mantenen- 
do lo stato stazionario. Per esempio, il flusso degli 
intermedi di una reazione all’interno di una via me- 
tabolica viene spesso inibito da un eccesso del pro- 
dotto finale e stimolato da un eccesso del materiale 


‘ di partenza mediante la regolazione allosterica dei 


suoi enzimi chiave (paragrafo 12.4). I sistemi viventi 
si sono forse evoluti in modo da trarre il massimo 
vantaggio termodinamico dal loro ambiente. 


C. Termodinamica dei controlli metabolici 


Gli enzimi catalizzano selettivamente 
le reazioni richieste 


[655 ]Le reazioni biologiche sono altamente specifi- 
che; soltanto le velocità delle reazioni che fanno par- 
te delle vie metaboliche sono apprezzabili, anche se 
molte altre reazioni sono termodinamicamente pos- 
sibili. Come esempio, guardiamo le reazioni che av- 
vengono tra glucosio, ATP e acqua. Le due reazioni 
termodinamicamente favorevoli che l’ATP può su- 


| bire sono il trasferimento di un gruppo fosforico per 


formare ADP e glucosio-6-fosfato e la reazione di 
idrolisi ad ADP e P; (Fig. 15.19a). Le variazioni di 
energia libera di queste reazioni sono riportate nel- 
la Figura 15.28. L’idrolisi dell'ATP è termodinami- 
camente favorita rispetto al trasferimento del grup- 
po fosforico al glucosio. Le loro velocità relative so- 
no però stabilite dall’energia libera di attivazione dei 
loro stati di transizione (i valori di AG*; paragrafo 
13.1C) e dalle concentrazioni di glucosio e dell’ac- 
qua. Più grande è il valore di AG*, minore è la ve- 
locità della reazione. In assenza di enzimi, il AG per 
la reazione di trasferimento del gruppo fosforico al 
glucosio è più grande di quello della reazione di idro- 
lisi e quindi quest’ultima sarà quella predominante 
(anche se nessuna delle due reazioni avverrà ad una 
velocità biologicamente significativa). 

Le barriere energetiche delle due reazioni non enzi- 
matiche sono molto più elevate di quella del trasferi 
mento del gruppo fosforico catalizzato da un enzima. 
Quindi la formazione enzimatica del glucosio-6-fosfato 
è termodinamicamente favorita rispetto all’idrolisi 
non enzimatica dell’ATP. La funzione di un enzima, 
in questo caso l’esochinasi, è quella di ridurre seletti- 
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alc 


Energia radiante 


del Sole 


Vapor d'acqua È 


Figura 15.27 Due esempi di sistemi aperti allo stato stazionario. Sotto 
l'influenza della forza di gravità, nel fiume vi è un flusso costante di 
acqua. Il livello dell'acqua nella riserva viene mantenuto dalla pioggia, 
che deriva principalmente dall’evaporazione dell’acqua del mare. L'in- 
tero ciclo viene energizzato dal Sole. Anche lo stato stazionario della 
biosfera viene mantenuto dal Sole. Le piante utilizzano la radiazione 
solare per sintetizzare carboidrati da CO, e acqua. L'eventuale meta- 
bolismo dei carboidrati da parte delle piante o ad opera degli animali 
che le mangiano rilascia l'energia libera contenuta in queste molecole 
e produce di nuovo CO, e acqua che completano il ciclo. 


vamente l’energia libera di attivazione di una reazio- 
ne chimicamente accoppiata, in modo da raggiungere 
l’equilibrio molto più rapidamente di quanto non ac- 
cada per la reazione non accoppiata pur termodina- 
micamente possibile. 


Molte reazioni enzimatiche 
sono vicine all’equilibrio 


Anche se il metabolismo nel suo complesso non 


TT 
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è all’equilibrio, molte delle reazioni che lo compon- 
gono funzionano in condizioni vicine all’equilibrio. 
La reazione dell’ATP con la creatina per formare fo- 
sfocreatina (paragrafo 15.4C) è un esempio di questo 
tipo di reazioni. Il rapporto [creatina]/[fosfocreatinal 
dipende dalla [ATP] in quanto la creatina chinasi, l’en- 
zima che catalizza questa reazione ha un'attività suf- 
ficiente a equilibrare rapidamente la reazione. La ve-' 
locità netta di questa reazione viene effettivamente 
regolata dalle variazioni nelle concentrazioni dei suoi’ 
reagenti o dei suoi prodotti. 


x 


Il flusso attraverso le vie è controllato 
da enzimi che operano in condizioni lontane” 
dall’equilibrio 


Altre reazioni biologiche funzionano invece in 


condizioni lontane dall’equilibrio. Per esempio, la rea- 
zione della fosfofruttochinasi (Fig. 15.24) ha una co- 


Introduzione al metabolismo 479 


si 


© 88-08-10538-5 


| stante di equilibrio Ke pari a 300 ma, nelle condi- 


zioni fisiologiche presenti nel muscolo cardiaco di rat- 
to, ha un rapporto di azione di massa [fruttosio-1,6-bis- 
fosfato [ADP]/[fruttosio-6-fosfato[ATP] di 0,03, che 


| corrisponde ad un AG di —27 kJ - mol”! (Equazione 


[3.15]. Questa situazione deriva da un accumulo di 
reattanti in quanto l’attività della fosfofruttochinasi 
è insufficiente a equilibrare la reazione. Le variazio- 
ni delle concentrazioni dei substrati hanno uno scar- 
so effetto sulla velocità della reazione della fosfofrut- 
tochinasi; l'enzima opera in condizioni di saturazio- 
ne. Soltanto variazioni nell’attività dell’enzima, per 
esempio mediante interazioni allosteriche, possono 
alterare significativamente la velocità della reazione. 
Un enzima come la fosfofruttochinasi si comporta 
juindi come una diga su un fiume. In effetti esso 
controlla il flusso (la velocità del flusso) del substra- 
to variando la sua attività (allostericamente o in altri 
modi), esattamente come una diga controlla il flusso 


di un fiume variando l’apertura delle sue chiuse. 
Per comprendere come viene controllato il flusso dei 
reagenti in una via metabolica è necessario sapere 
quali reazioni funzionano vicino all’equilibrio e qua- 
li no. La maggior parte degli enzimi nelle vie meta- 
boliche operano in condizioni vicine all’equilibrio e 
quindi la velocità delle loro reazioni varia con la con- 
centrazione dei substrati. Come vedremo nei seguenti 
capitoli, alcuni enzimi allosterici, che occupano posi- 
zioni strategiche nelle vie metaboliche, funzionano in 
condizioni lontane dall’equilibrio. La relativa insen- 
sibilità della velocità delle reazioni catalizzate da que- 
sti enzimi «che controllano il flusso» alle variazioni 
delle concentrazioni dei loro substrati consente di sta- 
bilire un flusso stazionario di metaboliti lungo tutta 
la via. 

Questa situazione, come abbiamo visto, rende mas- 
sima l’efficienza termodinamica della via e permette 
di controllare allostericamente il flusso. 


(ATP. glucosio);bn catalizzato 


| 
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Coordinata di reazione 


Figura 15.28 Diagramma delle coordinate di reazione della (1) rea- 
zione dell'ATP con l’acqua (curva viola) e dell'ATP con il glucosio 
(2) in presenza (curva arancio) e (3) in assenza (curva gialla) di un 
appropriato enzima. Anche se l’idrolisi dell'ATP è più esoergonica 


della fosforilazione del glucosio (AG; è più negativo di AG), que- 
st'ultima reazione diventa predominante in presenza di un enzima 
adatto, in quanto la sua reazione è cineticamente favorita 


(AG$ <AG}#). 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Le vie metaboliche sono serie di reazioni enzi- 
matiche consecutive che producono specifici prodotti 
| per i fabbisogni di un organismo. L’energia libera ri- 
lasciata dalle degradazioni (catabolismo) viene, me- 
diante l’intermediazione dell’ATP e del NADPH, usa- 
ta per guidare i processi endoergonici di biosintesi 
(anabolismo). I carboidrati, i lipidi e le proteine ven- 
gono convertiti nell’intermedio comune acetil-CoA, il 
cui gruppo acetile viene poi ossidato a CO e H:0 at- 
traverso l’azione del ciclo dell’acido citrico e della fo- 
sforilazione ossidativa. Sono necessari per le biosin- 
tesi all’interno di un organismo un numero relativa- 
mente piccolo di materiali di partenza. Le vie meta- 
boliche hanno quattro caratteristiche principali: (1) 
le vie metaboliche sono irreversibili e quindi se due 
metaboliti sono interconvertibili, la via di sintesi che 
porta dal primo al secondo deve differire dalla via 
che dal secondo porta al primo; (2) ogni via metaboli- 
ca ha una prima tappa di comando esoergonica; (3) 
tutte le vie metaboliche sono regolate, di solito a livel- 
lo della prima tappa di comando; (4) negli eucarioti 
le vie metaboliche avvengono in specifici compartimen- 
ti subcellulari. 

Quasi tutte le reazioni metaboliche sono comprese 
in quattro categorie: (1) reazioni di trasferimento di 
gruppo; (2) reazioni di ossido-riduzione; (3) elimina- 
zioni, isomerizzazioni e riarrangiamenti; (4) reazioni 
che rompono o producono legami carbonio-carbonio. 
Molte di queste reazioni coinvolgono rotture o forma- 
zioni eterolitiche del legame, che hanno luogo mediante 
attacco di nucleofili su atomi di carbonio elettrofili- 
ci. Le reazioni di trasferimento di gruppo comporta- 
no il trasferimento di un gruppo elettrofilico da un 
nucleofilo a un altro. I principali gruppi elettrofilici 
che vengono trasferiti sono i gruppi acili, i gruppi fo- 
sforici e i gruppi glicosidici. I più comuni nucleofili 
sono i gruppi amminici, ossidrilici, imidazolici e sul- 
fidrilici. Le reazioni di ossido-riduzione avvengono at- 
traverso la perdita o l’acquisto di elettroni. L’ossida- 
zione a livello di un atomo di carbonio coinvolge la 
rottura di un legame C—-H con la perdita da parte 
del C dei due elettroni di legame e il loro trasferimen- 
to a un accettore di elettroni come il NAD*. L’accet- 
tore terminale di elettroni negli organismi aerobici è 
l’O.. Le reazioni di eliminazione sono quelle in cui 
viene creato un doppio legame C=C da due centri sa- 
turi con la perdita di H,0, NHz, ROH oppure RNH;. 

.Le reazioni di deidratazione sono le reazioni di elimi- 
nazione più comuni. Le isomerizzazioni coinvolgono 
lo spostamento di doppi legami all’interno della mo- 
lecola. I riarrangiamenti sono reazioni biochimiche 
non comuni in cui vengono rotti legami C—C intra- 
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molecolari e vengono poi riformati per produrre un 
nuovo scheletro carbonioso. Le reazioni che formano 
o rompono legami C—C sono le basi del metabolismo 
sia degradativo che biosintetico. Nella direzione della 
sintesi, le reazioni comprendono l’attacco di un car- 
banione nucleofilico su un atomo di carbonio elettro- 
filico. Il più comune atomo di carbonio elettrofilico 
è il carbonio carbonilico, mentre i carbanioni ven- 
gono in genere prodotti dalla rimozione di un pro- 
tone da un atomo di carbonio adiacente ad un grup- 
po carbonilico oppure per decarbossilazione di un 
B-chetoacido. 

Gli approcci sperimentali utilizzati per chiarire le 
vie metaboliche comprendono anche l’uso di inibitori, 
studi di crescita e di genetica biochimica. Gli inibitori 
metabolici bloccano le vie a livello di tappe enzimati- 
che specifiche. L’identificazione degli intermedi che si 
accumulano chiarisce il procedere della via. Le muta- 
zioni che accompagnano le malattie genetiche o che 
possono essere indotte nei microorganismi per muta- 
genesi, esposizione ai raggi X oppure per ingegneria 
genetica, possono produrre la perdita o l’inattivazio- 
ne di un enzima. Quando la marcatura isotopica vie- 
ne incorporata in uno dei metaboliti che vengono uti- 
lizzati da un metabolismo, è possibile poi seguire il 
suo destino mediante la distribuzione della marcatu- 
ra nei vari intermedi. Gli studi su organi isolati, fetti- 
ne di tessuto, cellule e organelli subcellulari hanno 
contribuito enormemente a individuare la localizza- 
zione delle vie metaboliche. 

L’energia libera viene fornita ai processi endoer- 
gonici dall’ATP prodotto durante i processi meta- 
bolici esoergonici. Il valore del AG°' di idrolisi di 
— 30,5 kJ7- mol! dell’ATP è intermedio tra quello dei 
metaboliti «ad alta energia» come il fosfoenolpiruva- 
to e quello dei metaboliti «a bassa energia» come il 
glucosio-6-fosfato. I gruppi fosforici «ad alta energia» 
vengono trasferiti all’ATP, il quale in una reazione 
successiva fosforila i composti «a bassa energia». 


L’ATP può subire anche una rottura pirofosforica che - 


genera PP;, la cui idrolisi fornisce poi ulteriore impe- 
to termodinamico alla reazione. L’ATP è presente per 
troppo poco tempo per funzionare come riserva ener- 
getica. Questa funzione nel sistema nervoso e nei mu- 
scoli dei vertebrati è svolta dalla fosfocreatina, che 
in condizioni di basse concentrazioni di ATP, trasfe- 
risce rapidamente il suo gruppo fosforico all’ADP per 
generare ATP. 

Le semi-reazioni di una reazione complessiva redor 
possono essere fisicamente separate e formare una 
cella elettrochimica. Il potenziale di riduzione per la 
reazione di riduzione di A ad opera di B, 


din 
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A33 + Brid = Aria + BIS, 


in cui n, il numero di elettroni che vengono trasferiti, 
è dato dall’equazione di Nernst 


RT 
AG=3A G_— 
E i 


LA rea l[Box ] 
ossl[Brial 
La variazione del potenziale di riduzione di questa 
reazione è correlata ai potenziali di riduzione dei com- 
ponenti delle sue semi-reazioni, & ed £, dalla re- 
lazione 
AS G- 
Se K>%, AZZ ha un’affinità per gli elettroni su- 
periore a quella di Bg. La scala dei potenziali di ri- 
duzione viene definita fissando arbitrariamente il po- 
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PROBLEMI ‘'‘'L'L'tttIHtI1t1111a.+.lllOel l l—e|. 


1. 


no 


O(1) — P, 


Struttura bipiramidale 
trigonale (X e Y sono apicali) 


La glicolisi la demolizione del glucosio) ha la ste- 
chiometria complessiva 


glucosio +2 ADP+2P;+2NAD* —> 
— 2piruvato + 2ATP+2NADH +2H* +2H30 


mentre quella della gluconeogenesi (la sintesi del glu- 

cosio) è 

2piruvato + 4ATP +2NADH + 2H* +4H30 —> 
-—— glucosio +4ADP +4P;+2NAD* 


Qual è la stechiometria complessiva della demolizio- 
ne glicolitica di 1 mole di glucosio seguita dalla sua 
sintesi mediante la gluconeogenesi? Spiegate perché 
è necessario che le due vie abbiano controlli indi 
pendenti e perché devono differire almeno in una 
reazione. ° 


È stato postulato che l’atomo di fosforo pentavalente 
a struttura bipiramidale trigonale può andare incon- 
tro a processi di deformazione vibrazionale noti co- 
me pseudorotazioni in cui il ligando apicale si scam- 
bia con due dei ligandi equatoriali attraverso uno 
stato piramidale tetragonale: 


A 


x 
X 0 dele 


! N08) N 
YA 


(0(2) e O (3) sono apicali) 


N / 


x 03) 

1) {90 =0(1) geA 
Y xo) vp 

Y 9 


Stato di transizione 
piramidale tetragonale 


In una reazione di sostituzione nucleofilica, potreb- 
bero due cicli di pseudorotazione, in modo da avere 
il gruppo uscente (X) in posizione apicale ed il grup- 
po attaccante (Y) in una posizione equatoriale porta- 
re alla ritenzione oppure all’inversione della confi- 
gurazione dopo il rilascio del gruppo uscente? 


Un Curie (Ci) di radioattività viene definito come 
3,70 x 101° disintegrazioni per secondo, il numero 
di disintegrazioni che avviene in un grammo di 
226Ra, Un campione di !4CO, ha una radioattività 
specifica di 5yCi - pmol-*: Qual è la percentuale de- 
gli atomi 14C? 


Struttura bipiramidale trigonale 


4. Nell’idrolisi dell'ATP ad ADP e P;, la concentrazio- 


*5 


7. 


ne di equilibrio dell’ATP è troppo piccola per essere 
misurata accuratamente. Una via migliore per deter- 
minare la Kéq e quindi il AG®’ di questa reazione 
è quella di produrre la rottura in due tappe di cui 
siano noti i valori di AG°‘. Ciò è stato effettuato uti- 
lizzando la seguente coppia di reazioni (la prima è 
catalizzata dalla glutammina sintetasi): 


(1) ATP+glutammato+NH3 == ADP+P;+ 
+ glutammina +H* AG°’'=—- 16,3 kJ- mol! 


(2) glutammato +NHî == glutammina +H30+H* 
AG°'=14,2 kJ- mol! 


Qual è il AG®’ di idrolisi dell'ATP sulla base di que- 
sti dati? 


Consideriamo la reazione catalizzata dall’esochinasi: 
ATP + glucosio == ADP = glucosio-6-fosfato 


È stata incubata con esochinasi a pH 7, ed a 25 °C 
una miscela contenente 40mMm ATP e 20mm gluco- 
sio. Calcolate le concentrazioni all’equilibrio dei reat- 
tanti e dei prodotti (vedi Tabella 15.5). 


. Nel metabolismo aerobico, il glucosio viene ossidato 


completamente secondo la reazione 
glucosio +60, == 6C02 + 6H20 


con la produzione accoppiata di 38 molecole di ATP 
da 38 ADP e 38 P;. Assumendo che il AG di idrolisi 
dell’ATP ad ADP e P; in condizioni intracellulari sia 
— 50 kJ- mol7! e che quello per la combustione del 
glucosio sia di 2823,2 kJ- mol7!, qual è l’efficienza 
dell’ossidazione del glucosio in termini di energia li- 
bera intrappolata in forma di ATP? 


Le concentrazioni tipiche intracellulari dell’ATP, del- 
lPADP e del P; nel muscolo sono rispettivamente 
5,5mm, 0,5mM e imm. A 25 °Cea pH 7: (a) qual 
è l'energia libera di idrolisi dell'ATP in queste con- 
dizioni? (b) Calcolate il rapporto tra le concentrazio- 
ni all’equilibrio della fosfocreatina e della creatina 
nella reazione della creatina chinasi: 


creatina + ATP == fosfocreatina + ADP 


se ATP ed ADP hanno le concentrazioni riportate 
sopra. (c) Quale rapporto tra le concentrazioni all’e-. 
quilibrio di ATP ed ADP sarà richiesto nelle condi- 
zioni precedenti per avere un rapporto delle concen- 
trazioni all’equilibrio di fosfocreatina e creatina pari 
a 1? Assumendo che le concentrazioni di P; riman- 
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*8. 


10. 


11. 


ga costante ad un valore di 1mm, quale sarà il valo- 
re del AG di idrolisi dell'ATP in queste ultime condi- 
zioni? 

Assumendo che la concentrazione di ATP, ADP e 
P; siano quelle riportate nel problema 7: (a) calcola- 
te la concentrazione di AMP a pH 7 ed a 25 °C nelle 
condizioni in cui la reazione dell’adenilato chinasi: 


2ADP =® ATP+ AMP 


è all’equilibrio. (b) Calcolate le concentrazioni all’e- 
quilibrio dell’AMP quando l’energia libera di idroli- 
si dell’ATP ad ADP e P; è —-55 kJ- mol7!. Assume- 
te che [P;] e ([ATP]+[ADP]) rimangano costanti. 


Usando i dati della Tabella 15.4, mettete in ordine 
le seguenti sostanze sulla base del loro potere ridu- 
cente crescente: (a) fiumarato, (b) cistina, (0) 02, (A) 
NADP*, (e) citocromo c (Fe5*), (f) acido lipoico. 


Calcolate le concentrazioni all’equilibrio dei reattan- 
ti e dei prodotti della reazione: 


acetoacetato +NADH+Ht == 
== f-idrossibutirrato+NAD? 


quando le concentrazioni iniziali di acetoacetato? e 
di NADH sono rispettivamente 0,01M e 0,005m (il 
B-idrossibutirrato e il NAD+ sono assenti all’inizio). 
Assumete che la reazione avvenga a 25 °C ed a pH 7. 


Nei batteri anaerobici l’accettore metabolico finale 
degli elettroni è una molecola diversa dall’ossigeno. 
La principale caratteristica che deve possedere qua- 
lunque coppia redox che deve funzionare come fon- 
te di energia libera metabolica è quella di fornire 
sufficiente energia libera per la sintesi di ATP da 


12 


*13. 


14. 


Introduzione al metabolismo 483 


ADP e P;. Indicate quali delle seguenti coppie redox 
sono sufficientemente esoergoniche da consentire ad 
un batterio di utilizzarle come fonte principale di 
energia libera. Assumete che le reazioni redox che 
formano ATP richiedano due elettroni e che Asia 
uguale a AL”. 

(a) etanolo + NO7 

(b) fiumarato” + S037 

(c) Ha+5S 

(d) acetaldeide + acetaldeide 


Calcolate il AG°’ delle seguenti coppie di semi- 
reazioni a pH 7 ed a 25 °C. Scrivete una equazione 
bilanciata della reazione complessiva ed indicate la 
direzione verso cui la reazione sarà spontanea nelle 
condizioni stazionarie. 

(a) (H*/1/2Hx) e (1/20 +H2/H20) 

(b) (piruvato 7 +2H* /lattato”) e NAD* +H*/NADH) 


L’ipotesi chemiosmotica (paragrafo 20.3) dice che 
IP'ATP viene generato nella reazione a due elettroni: 


ADP+P;+2H*(pH basso) == ATP+H,0+2H* 
{pH alto) 


che viene favorita da un gradiente di pH generato 
dal metabolismo nei mitocondri. Qual è l'ampiezza 
del gradiente di pH necessario per la sintesi di ATP 
a 25 °C ed a pH 7, se le concentrazioni allo stato 
stazionario di ATP, ADP e AMP sono rispettivamen- 
te 0,001mm, 10mM e 10mm? 


Il succo gastrico contiene acido cloridrico alla con- 
centrazione di 0,15m. Il plasma sanguigno, che è la 
fonte degli ioni H* e C17, contiene ioni C17 ad una 
concentrazione di 0,10m ed ha un pH di 7,4. Calco- 
late l'energia necessaria a produrre l’HCI in 0,1 l di 
succo gastrico a 37 °C. 
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1. La via glicolitica 
A. Introduzione storica 
B. Uno sguardo. alla via 


2. Le reazioni della glicolisi 

A. Esochinasi: la prima utilizzazione dell'ATP 

B. Fosfoglucosio isomerasi 

C. Fosfofrutto chinasi: la seconda utilizzazione dell'ATP 

D. Aldolasi 

E. Triosiofosfato isomerasi 

F. Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi: la prima formazione di 
un intermedio ad «alta energia» 

G. Fosfoglicerato chinasi: la prima generazione di ATP 

H. Fosfoglicerato mutasi 

I. Enolasi: la seconda formazione di un intermedio ad «alta ener- 
gia» 

L. Piruvato chinasi: seconda formazione di ATP 


3. Fermentazione: il destino anaerobico del piruvato 
A. Fermentazione omolattica 
B. Fermentazione alcolica 
C. Energetica della fermentazione 


4. Controllo del flusso metabolico 
A. Generazione del flusso 
B. Controllo della glicolisi nel muscolo 


5. Metabolismo degli esosi diversi dal glucosio 
A. Fruttosio 
B. Galattosio 
C. Mannosio 
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Glicolisi 


Iniziamo la nostra discussione sulle specifiche 
vie metaboliche, prendendo in considerazione la gli- 
colisi (dal greco: glycos, dolce; lysis, staccare), la via 
mediante cui il glucosio viene convertito in piruva- 
to attraverso l’intermedio fruttosio-1,6-bisfosfato, 
con la concomitante generazione di due molecole di 
ATP per molecola di glucosio. Questa sequenza di 
dieci reazioni enzimatiche, che costituiscono proba- 
bilmente la via biochimica meglio conosciuta, gioca 
un ruolo fondamentale nel metabolismo energetico, 
producendo una significativa quantità di energia ne- 
cessaria a molti tipi di organismi e preparando il glu- 
cosio e altri carboidrati a una degradazione ossidati- 
va completa. Nel nostro studio della glicolisi cerche- 
remo di comprenderne le caratteristiche a quattro 
livelli distinti: 


1. Le tappe chimiche di interconversione, cioè la se- 
quenza delle reazioni mediante le quali il gluco- 
sio viene convertito nel prodotto finale della via. 

2. Il meccanismo della conversione, catalizzata da 
enzimi, di un intermedio della via in quello suc- 
cessivo. 

3. L’energetica delle conversioni. 

4. I meccanismi che controllano il flusso (la velocità 
del flusso) dei metaboliti lungo la via. 


Il flusso dei metaboliti attraverso la via è sensibile 
alla necessità che l'organismo ha dei prodotti della 
via stessa. Il flusso di una via metabolica è alla fine 
soltanto quello richiesto, mediante una rete di mec- 
canismi di controllo particolarmente complessa. 


1. LA VIA GLICOLITICA 


Nella Fig. 16.1 è riportato uno schema del me- 
tabolismo del glucosio. In condizioni aerobiche, il pi- 
ruvato formato nella glicolisi viene ulteriormente 0s- 
sidato dal ciclo dell’acido citrico (Capitolo 19) e dalla 
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Glicolisi 


n 


Glucosio 


2ADP 2NAD* 
+2P; \ ( 


Fruttosio-1,6- 
bisfosfato 


2ATP pe, ki 2NADH 


2Piruvato 


| 


Ossidazione aerobica Li 
I Fermentazione, 


Fermentazione 


anaerobica anaerobica. 
omolattica Ciclo alcolica.‘ 
i dell’acido a 
citrico 
2-60. 
0. Fosforilazione 
A “ossidativa 
2NAD OA, a 
avant, si 
2Lattato: 6C03+-:6H30. 


Figura 16.2 Fotografia al microscopio elettronico di cellule di lievito. 
{Biophoto Associates.) 


Figura 16.1 La glicolisi converte il glucosio in piruvato e genera due 
molecole di ATP. In condizioni anaerobiche, la fermentazione alcoli- 
ca avviene nel lievito mentre la fermentazione omolattica avviene 
nel muscolo. In condizioni aerobiche, il piruvato viene ossidato a 
CO; e acqua dal ciclo dell'acido citrico (Capitolo 19) e dalla fosfori- 
lazione ossidativa (Capitolo 20). 


fosforilazione ossidativa (Capitolo 20) a CO. e acqua. 
In condizioni anaerobiche, il piruvato viene invece con- 
vertito in un prodotto finale ridotto, che nel muscola 
è il lattato (fermentazione omolattica; la fermen- 
tazione è un processo biologico anaerobico) e nel lievi- 
to è l’etanolo e la CO; (fermentazione alcolica), 


A. Introduzione storica 


La fermentazione del glucosio a etanolo e CO, 
da parte del lievito è stato un processo utilizzato fin 
dagli albori della storia (sia la produzione del vino 
che quella della birra la utilizzano). La ricerca scien- 
tifica sul meccanismo della glicolisi cominciò però sol- 
tanto nella seconda metà del secolo scorso (Fig. 16.2). 
Negli anni tra il 1854 e il 1864, Louis Pasteur stabilì 
che la fermentazione viene causata da microorgani- 
smi, ma fu solo nel 1897 che Eduard Buchner dimo- 
strò che estratti privi di cellule preparati dal lievito 
potevano anch’essi produrre questo processo. Que- 
sta scoperta non venne presa in considerazione da 
coloro che pensavano che la fermentazione e tutti 
gli altri processi biologici fossero dovuti a una «forza 
vitale» presente solo nella materia vivente; queste no- 
zioni invece riportavano la glicolisi, e gli altri pro- 
cessi biochimici, sotto il controllo della chimica nor- 
male. Questa scoperta rappresenta il principale svi- 
luppo della biochimica come scienza autonoma. An- 
che se, in linea di principio, l’uso di estratti privi 
di cellule consentiva una sistematica «dissezione» delle 
reazioni coinvolte in una via, la delucidazione com- 
pleta della via glicolitica fu un progetto a lungo ter- 
mine, in quanto le tecniche analitiche per lo studio 
e l’identificazione degli intermedi metabolici e degli 
enzimi non erano ancora disponibili. 

Negli anni tra il 1905 e il 1910, Arthur Harden e 
William Young fecero due importanti scoperte. 


1. Il fosfato inorganico è necessario per la fermenta- 
zione e viene incorporato nel fruttosio-1,6-bisfo- 
sfato, un intermedio del processo. 

2. Gli estratti privi di cellule possono essere separati 
mediante dialisi in due frazioni, entrambe neces- 
sarie alla fermentazione: una frazione non dializ- 
zabile instabile al calore, che essi chiamarono zi- 
masi, e una frazione dializzabile stabile al calore, 
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detta cozimasi. Fu in seguito dimostrato che la 
frazione zimasi altro non è che una miscela di 
enzimi e che la frazione cozimasi è invece una 
miscela di cofattori: i coenzimi come il NAD*, 
VATP e l’ADP e ioni metallici. 


Nel tentativo di identificare gli intermedi della 
via, i primi investigatori della glicolisi svilupparono 
una tecnica generale di studio del metabolismo che 
viene ancora oggi largamente utilizzata e cioè l’uso 
di reagenti capaci di inibire la formazione del prodot- 
to finale della via, causando l’accumulo di metaboliti 
che potevano quindi essere identificati come interme- 
di della via metabolica. Nei numerosi anni che furo- 
no impiegati a identificare gli intermedi glicolitici, 
furono usati diversi composti in grado di bloccare 
la produzione di etanolo a partire da glucosio in 
estratti di lievito. Questi diversi inibitori portavano 
all’accumulo di diversi intermedi. Per esempio, l’ag- 
giunta di iodoacetato agli estratti di lievito durante 
la fermentazione determinava un forte aumento del 
fruttosio-1,6-bisfosfato, mentre l’aggiunta di fluoru- 
ro portava a un accumulo di 2-fosfoglicerato e di 
3-fosfoglicerato. 


Pag? deg? 
H-C-0H H_C7_0P05" 
H-C7- OPO$” H_C7-0H 

H H 


3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 


Questi studi portarono a un’altra importante sco- 
perta e cioè che gli stessi intermedi e le stesse attivi 
tà enzimatiche erano presenti non solo nel lievito ma 
anche in un gran numero di altri organismi. Con po- 
chissime eccezioni (vedi Problema 10), tutta la mate- 
ria vivente metabolizza il glucosio mediante le stesse 
vie. Anche se gli organismi viventi presentano diffe- 
renze enormi, essi hanno una biochimica comune. 

Negli anni ’40 si arrivò alla definizione completa 
della via glicolitica. Tre tra i molti ricercatori, Gu- 
stav Embden, Otto Meyerhof e Jacob Parnas, furono 
determinanti e in loro onore la via glicolitica viene 
anche alternativamente chiamata come la via di 
Embden-Meyerhof-Parnas. Altri importanti con- 
tributi alla delucidazione della glicolisi arrivarono dai 
laboratori di Carl e Gerti Cori, Carl Neuberg, Robert 
Robinson e Otto Warburg. 


B. Uno sguardo alla via 


Diamo ora uno sguardo alla via nel suo com- 
plesso e vediamo come essa si adatta al metabolismo 
considerato globalmente. Il glucosio arriva di solito 
dal sangue per la demolizione dei polisaccaridi supe- 
riori (paragrafi 10.2B, 10.2C e 17.1) oppure dalla sua 
sintesi da fonti non saccaridiche. Il destino degli eso- 
si diversi dal glucosio viene discusso nel paragrafo 
16.5. Il glucosio entra nella maggior parte delle cel- 
lule mediante un trasportatore specifico, che permette 
il suo ingresso nel citosol della cellula (paragrafo 18.2). 
Gli enzimi della glicolisi sono localizzati nel citosol, 
dove possono essere debolmente associati a strutture 
cellulari quali le membrane e, apparentemente, non 
formano tra loro complessi organizzati. 

La glicolisi converte il glucosio in due unità C3 (il 
piruvato) con una minore energia libera, mediante un 
processo che consente la liberazione di energia libera 
per la sintesi di ATP da ADP e P.. 

Per questo processo è necessaria una serie di reazio- 
ni accoppiate di trasferimento del gruppo fosforico 
(paragrafi 15.4 e 15.6). Quindi la strategia chimica 


S 


della glicolisi è 


1. Aggiunta di gruppi fosforici al glucosio. 

2. Conversione chimica degli intermedi fosforilati in 
composti con elevati potenziali di trasferimento 
del gruppo fosforico. 

3. Accoppiamento chimico dell’idrolisi di questi com- 
posti con la sintesi di ATP. 


Le dieci reazioni catalizzate da enzimi della glicolisi 
sono riportate nella Fig. 16.3. Notate che l’ATP viene 
utilizzato all’inizio della via per la formazione dei 
composti fosforilati (reazioni 1 e 3), ma viene più tar- 
di risintetizzato in altre reazioni (reazioni 7 e 10). 
La glicolisi può quindi essere divisa in due fasi: 


Fase I (reazioni 1-5): Il glucosio viene fosforilato e 
scisso in due molecole del triosio 
gliceraldeide-3-fosfato. Questo processo 
utilizza due molecole di ATP. 

Fase II (reazioni 6-10): Le due molecole di gliceral- 
deide-3-fosfato vengono convertite in 


Figura 16.3 La degradazione del glucosio attraverso la via glicolitica. 
La glicolisi può essere divisa in due fasi. La Fase | (reazioni 1-5): 
il glucosio viene fosforilato e scisso per formare due molecole del 
triosio gliceraldeide-3-fosfato. Ciò richiede la spesa di due molecole 
di ATP, una forma di investimento energetico (reazioni 1 e 3). La 
Fase II (reazioni 6-10): le due molecole di gliceraldeide-3-fosfato ven- 
gono convertite în piruvato con la concomitante generazione di quat- 
tro moleocle di ATP (reazione 7 e 10). 
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Enzima Fonte COMIposzione della situnià Cofattori 
oligomerica molecolare (kD) 
Esochinasi Tessuto di mammifero Monomero 100 
Glucochinasi Fegato di mammifero Monomero 50 
Fosfoglucosio isomerasi (PGl) Muscolo di coniglio Dimero 61 
Fosfofrutto chinasi (PFK) Muscolo di coniglio Tetramero 78 
Aldolasi Muscolo di coniglio Tetramero 40 
Triosiofosfato isomerasi (TIM) Muscolo di pollo Dimero 27 
Gliceraldeide-3-fosfato Muscolo di coniglio Tetramero 37 NAD* 
deidrogenasi (GAPDH) 
Fosfoglicerato chinasi (PGK) Muscolo di coniglio Monomero 64 Mg?* 
Fosfoglicerato mutasi (PGM) Muscolo di coniglio Dimero 27 2,3-BPG 
Enolasi Muscolo di coniglio Dimero 41 Mg?+ 
Piruvato chinasi (PK) Muscolo di coniglio Tetramero 57 Mg?+,K* 
Lattato deidrogenasi (LDH) Muscolo di granchio Tetramero 35 NAD+ 
Piruvato decarbossilasi Lievito Tetramero 44 TPP 
Alcol deidrogenasi (ADH) Lievito Dimero 37 NAD* 
Alcol deidrogenasi (ADH) Fegato di mammifero Dimero 41 i NAD*, Zn?+ 


piruvato con la concomitante generazione di quattro 
molecole di ATP. La glicolisi ha quindi un «profitto» 
netto di due ATP per glucosio: la Fase I consuma 
due ATP e la Fase II produce quattro ATP. 


La reazione complessiva è 


glucosio +2NAD*+2ADP+2P; —> 
—> 2NADH + 2piruvato +2ATP +2H,0+4H* 


Gli enzimi della glicolisi, la loro composizione in su- 
bunità, la loro massa molecolare e i loro cofattori so- 
no elencati nella Tabella 16.1. 


Il potere ossidante del NAD* 
deve essere riciclato 


Il NAD+ è il principale agente ossidante della 
glicolisi. II NADH prodotto in questo processo (Fig. 
16.3, reazione 6) deve essere continuamente riossida- 
to per mantenere un continuo apporto di NAD* al 
la via. Per arrivare a ciò, esistono tre modi diversi 
(Fig. 16.1, in basso): 


1. Nel muscolo in condizioni anaerobiche, il NAD* 
viene rigenerato quando il NADH riduce il piru- 
vato a lattato (fermentazione omolattica). 

2. Nel lievito in condizioni anaerobiche, il piruvato 


viene decarbossilato ad acetaldeide, poi ridotta dal 
NADH a etanolo (fermentazione alcolica). 

3. In condizioni aerobiche, i mitocondri ossidano il 
NADH formando tre molecole di ATP. 


Quindi nella glicolisi aerobica, il NADH può essere 


considerato un composto «ad alta energia», mentre 


nella glicolisi anaerobica la sua energia libera di ossi- 
dazione viene dissipata come calore. 


2. LE REAZIONI DELLA GLICOLISI 


In questo paragrafo esamineremo più da vici 
no le reazioni della glicolisi, descrivendo le proprie- 
tà di ogni singolo enzima e il suo meccanismo di 
azione. Nel paragrafo 16.3 prenderemo in conside- 
razione il destino anaerobico del piruvato. Infine 
nel paragrafo 16.4 esamineremo la termodinamica 
dell’intero processo e il problema di come viene 
regolato il flusso (la velocità del flusso) dei metabo- 
liti lungo la via. Durante lo studio degli enzimi gli- 
colitici incontreremo molti tipi di reazioni organi. 
che con meccanismi diversi (paragrafo 15.2). La ca- 
ratterizzazione dei meccanismi delle reazioni orga- 
niche è stata di grande aiuto nella definizione dei 
processi con cui gli enzimi catalizzano le loro rea- 
zioni. 
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A. Esochinasi: 
la prima utilizzazione dell'ATP 


La reazione 1 della glicolisi è il trasferimento 
di un gruppo fosforico dall’ATP al glucosio per for- 
mare glucosio-6-fosfato (GGP) in una reazione ca- 
talizzata dall’esochinasi. 


H o, H 


+ ATP 
HO 

H OH 

Glucosio 


Esochinasi 
4 Mg?+ 


HO 


H OH 


Glucosio-6-fosfato 
(G6P) 


Una chinasi è un enzima che trasferisce gruppi fo- 
sforici tra l’ATP e un metabolita (paragrafo 15.4C). 
Il metabolita che agisce da accettore del gruppo fo- 
sforico per una specifica chinasi viene identificato dal 
prefisso del nome della chinasi. L’esochinasi è un en- 
zima contenuto in tutte le cellule, ma relativamente 
poco specifico, che catalizza la fosforilazione di esosi 
come il glucosio, il fruttosio e il mannosio. Le cellule 
del fegato contengono glucochinasi, che catalizza 
la stessa reazione, ma è specifica per il glucosio e 
partecipa a mantenere costanti i livelli di glucosio 
nel sangue (paragrafo 17.3F). Il secondo substrato del- 
l’esochinasi, come degli altri tipi di chinasi, è un com- 
plesso ATP-Mg?+. Infatti, l’ATP libero non impegna- 
to ini un complesso è un potente inibitore competiti- 
vo dell’esochinasi. In seguito, solo di rado citeremo 
questa richiesta di Mg?+ delle chinasi, ma dobbia- 
mo tenere ben presente che questo ione è essenziale 
per l’attività enzimatica (altri ioni metallici bivalenti 
come il Mn** spesso soddisfano la richiesta di me- 
tallo delle chinasi, ma il Mg?* è la specie ionica che 
agisce in condizioni fisiologiche). 


La cinetica e il meccanismo 
della reazione dell’esochinasi 


L’esochinasi ha un meccanismo Bi Bi casuale in 


cui l’enzima forma un complesso ternario con il glu- 
cosio e il Mg?*-ATP prima che la reazione abbia ini- 
zio. Si pensa che il Mg°+ complessato con gli atomi 
di ossigeno dei gruppi fosforici serva a neutralizzare 
la carica negativa di questi gruppi, rendendo l’ato- 
mo di fosforo più suscettibile a un attacco nucleofili- 
co del gruppo C(6)-OH del glucosio (Fig. 16.4). 

A questo punto ci si può chiedere come mai la chi- 
nasi catalizzi il trasferimento di un gruppo fosforico 
dall’ATP al glucosio, ma non all’acqua per formare 
ADP e P; (cioè l’idrolisi dell’ATP). La molecola del- 
l’acqua è sicuramente sufficientemente. piccola da 
adattarsi al sito enzimatico di legame del gruppo che 
accetta il gruppo fosforico. Inoltre il trasferimento 
del gruppo fosforico dall’ATP all’acqua, che è alla 
concentrazione di 55,5M, è più esoergonico del tra- 
sferimento all’esosio (Tabella 15.3). L’esochinasi però 
trasferisce il gruppo fosforico al glucosio 40 000 vol- 
te più velocemente che all’acqua. 


: Mg? 
o 0: 0 
I I f) | 
Adenosina SOSISR TE 
(0) (0) (e) 
ATP Glucosio 
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Figura 16.4 L'attacco nucleofilico del gruppo C(6) — OH del glucosio 
sull’atomo di fosforo y del complesso Mg?* — ATP. La posizione del 
magnesio è mostrata solo come esempio; la sua posizione reale non 
è stata ancora determinata con esattezza. In ogni caso, la funzione 
dello ione Mg?+.è quella di schermare le cariche negative dei grup- 
pi dell'ATP e quindi facilitare l'attacco nucleofilico. 


La risposta a questo interrogativo è stata fornita 
da Thomas Steitz mediante studi strutturali ai raggi 
X sulla esochinasi del lievito. Il confronto tra la strut- 
tura dell’esochinasi e del complesso esochinasi- 
glucosio ha permesso di stabilire che il glucosio indu- 
ce una profonda modificazione conformazionale nel- 
l’esochinasi (Fig. 16.5). I due lobi che formano la fes- 
sura del sito attivo si avvicinano l’uno all’altro di cir- 
ca 8 À in modo da racchiudere completamente la 
molecola del glucosio, un movimento che ricorda 
quello di due mascelle che si chiudono. Questo spo- 
stamento pone l’ATP in prossimità del gruppo 
— C(©H,0H del glucosio ed esclude le molecole di ac- 
qua dal sito attivo (catalisi per effetto prossimità, pa- 
ragrafo 14.1E). Se i gruppi catalitici e reagenti sono 
nella posizione corretta per la reazione e l’enzima 
resta nella forma aperta (Fig. 16.5a), la reazione pre- 
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Figura 16.5 Un modello spaziale di una subunità della (a) esochinasi 
di lievito e (b) del suo complesso con il glucosio (in viola). Notate 
la forma bilobata dell'enzima libero (gli atomi di carbonio del lobo 
più piccolo sono in verde, mentre nel lobo più grande sono in grigio). 
Nel complesso enzima-substrato questi lobi si avvicinano e circonda- 
no il substrato. (Per gentile concessione di Robert Stodola, Fox Chase 
Cancer Center.) 


dominante sarà certamente l’idrolisi dell’ATP. Que- 
sta conclusione è confermata dal fatto che lo xilosio, 
che differisce dal glucosio in quanto manca del grup- 


H 
H 3 O, H 
H 
4Nong HB 
HO H 
3 2 
H OH 
a-D-xilosio 


po C(6)H.0H, fa aumentare la velocità di idrolisi del- 
l’ATP da parte dell’esochinasi (probabilmente in 
quanto lo xilosio induce la modificazione conforma- 
zionale, ma l’acqua occupa il sito di legame del grup- 
po idrossimetilico che in questo caso manca). Quindi, 
la modificazione conformazionale indotta dal substra- 
to nell’esochinasi è responsabile della specificità del- 
l’enzima. La polarità del sito attivo viene ridotta dal- 
l’esclusione dell’acqua, rendendo più rapido il pro- 
cesso nucleofilico della reazione. Anche altre chinasi 
hanno la stessa fessura profonda dell’esochinasi (pa- 
ragrafo 16.2G) e subiscono modificazioni conforma- 
zionali in seguito al legame dei loro substrati. Ciò 
suggerisce che le chinasi abbiano meccanismi simili 
per il mantenimento della specificità. 


B. Fosfoglucosio isomerasi 


La reazione 2 della glicolisi è la conversione del 
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(b) 


G6P in fruttosio-6-fosfato (F6P) ad opera della fo- 
sfoglucosio isomerasi (PGI). Questa è l’isomerizza- 
zione di un aldosio in un chetosio: 


2 6 
O3POCHy 
H } O, H 
4 H 1 
OH H 
HO OH 
3 2 
H OH 


Glucosio-6-fosfato (G6P) 


Fosfoglucosio 
isomerasi (PGI) 


6 
-03POCHy 1 
o_ CH:0H 


SKH HO ,12 
Hi , 0H 
Ho H 
Fruttosio-6-fosfato (F6P) 


Poiché il GGP e 1’F6P sono principalmente presenti 
nella forma ciclica (la Fig. 10.4 mostra queste strut- 
ture cicliche per gli zuccheri non fosforilati), la rea- 
zione richiede l’apertura dell’anello, seguita dall’iso- 
merizzazione e dalla successiva richiusura dell’anel- 
lo. La determinazione della dipendenza dal pH del- 
l'enzima ci consente di formulare un modello per 
il meccanismo di questa reazione. La velocità cataliti- 
ca in funzione del pH ha un andamento a campana 
con valori caratteristici di pK di 6,7 e 9,3, che sugge- 
riscono la partecipazione alla catalisi di residui di His 
e di Lys (paragrafo 13.4). 

Un meccanismo proposto per la reazione della glu- 
cosio isomerasi coinvolge una catalisi acido-base ope- 
rata dall’enzima (Fig. 16.6): 
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Apertura 
dell’anello 


Glucosio-6-fosfato (G6P) 


Chiusura. 
dell’anello 


Fruttosio-6-fosfato (F6P) 


Figura 16.6 Il meccansimo della reazione della fosfoglucosio isome- 
rasi. | residui catalitici del sito attivo (BH* e B’) potrebbero essere 
rispettivamente residui di Lys e di His. 


Fase 1. Un acido, presumibilmente il gruppo am- 
minico e di un residuo di Lys, catalizza l’a- 
pertura dell’anello. 

Fase 2. Una base, probabilmente un anello imida- 
zolico di un residuo di His, rimuove un pro- 
tone acido dall’atomo C(2) formando un in- 
termedio cis-enediolato (questo protone è aci- 
do in quanto è in posizione a rispetto al 
gruppo carbonilico). 

Fase 3. Il protone viene restituito all’atomo C(1) in 
una reazione di scambio protonico. I proto- 
ni sottratti dalle basi sono di solito labili e 
si scambiano rapidamente con i protoni del 
solvente. Nondimeno, Irwin Rose ha potuto 
confermare questa tappa, dimostrando che 


Scambio di 
H* con 
il solvente 


3 Intermedio 
AA cis-enediolato 


il 2-PHIG6P viene occasionalmente conver- 
tito in 1-[*H]F6P mediante il trasferimento 
intramolecolare del protone prima che 1’*H 
venga scambiato con il mezzo esterno. 

Fase 4. La chiusura dell’anello forma il prodotto fi- 
nale. 


La fosfoglucosio isomerasi, come molti altri enzimi, 
catalizza la reazione con una specificità assoluta. Per 
apprezzare meglio questo fatto, proviamo a confron- 
tare il meccanismo proposto per la reazione enzima- 
tica con l’isomerizzazione non enzimatica del gluco- 
sio, del fruttosio e del mannosio catalizzata da una 
base (Fig. 16.7). Il glucosio e il mannosio differiscono 
a livello della configurazione dell’atomo C(2). Nell’in- 
termedio enediolato, come nel fruttosio, l'atomo C(2) 
non ha chiralità. Quindi nei sistemi non enzimatici, 
l’isomerizzazione del glucosio catalizzata da una ba- 
se può portare alla racemizzazione dell’atomo C(2) 
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Figura 16.7 L'isomerizzazione del glucosio, del fruttosio e del man- 
nosio catalizzata da una base. In assenza dell'enzima, questa reazio- 
ne non è stereospecifica. 


con formazione di mannosio. Nella reazione della fo- 
sfoglucosio isomerasi non si forma mai mannosio-6-fo- 
sfato in quanto la faccia dell’enediolato a cui deve 
essere aggiunto il protone per formare il man- 
nosio-6-fosfato viene protetta dall’enzima. 


C. Fosfofrutto chinasi: 
la seconda utilizzazione dell'ATP 


Nella reazione 3 della glicolisi la fosfofrutto 
chinasi (PFK) fosforila l’F6P per formare il frutto- 
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sio-1,6-bisfosfato IFBP oppure F1,6P; in precedenza 
chiamato fruttosio-1,6-difosfato (FDP)]. 


1 
CH30H 


5KH HO? TARE 
H \femmsl OH 
HO H 


Fruttosio-6-fosfato (F6P) 
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Fosfofruttochinasi (PFK) 
Mg? + 


lo) CH30P03 
5KH HO? + ADP + HT 
Hi OH 
HO H 2 
Fruttosio-6-bisfosfato 
(EBP) 


Questa reazione è simile a quella dell’esochinasi (rea- 
zione 1 nella Fig. 16.3; paragrafo 16.2A). La PFK ca- 
talizza l’attacco nucleofilico da parte del gruppo C(1)- 
OH dell’F6P sull’atomo di fosforo y elettrofilico del 
complesso Mg?+-ATP. 

La PFK ha una funzione prioritaria nel controllo 
della glicolisi in quanto catalizza una delle reazioni 
che determinano la velocità complessiva della via me- 
tabolica. In molti organismi l’attività della PFK viene 
aumentata allostericamente da diverse sostanze, tra 
cui l’AMP, e viene inibita sempre allostericamente 
da altri composti, come 1’ATP e il citrato. Le proprie- 
tà regolatrici della PFK sono molto elaborate e com- 
plesse: il meccanismo che controlla il flusso della gli- 
colisi verrà discusso nel paragrafo 16.4B. 


D. Aldolasi 


L’aldolasi catalizza la reazione 4 della glicoli- 
si, la scissione dell’FBP per generare i due triosi 
gliceraldeide-3-fosfato (GAP) e diidrossiacetone 
fosfato (DHAP) (vedi formula a destra, in alto). 
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Questa reazione è una scissione aldolica (l’inverso 
della condensazione aldolica) il cui meccanismo or- 
ganico catalizzato da una base è riportato nella Fig. 
16.8. Notate che la scissione aldolica tra gli atomi C(3) 
e C(4) dell’FBP richiede la presenza di un gruppo car- 
bonilico sul C(2) e un gruppo ossidrilico sul C(4). Da 
qui risulta chiara la «logica» della reazione 2 nella 
via glicolitica, cioè l’isomerizzazione del GGP a FGP. 
La scissione aldolica del GGP potrebbe portare alla 
formazione di prodotti con un numero di atomi di 
carbonio diversi, mentre la scissione aldolica sull’F6P 
genera due composti C(3) interconvertibili tra loro 
che possono quindi entrare in una via degradativa 
comune. L’intermedio enolato che compare nella scis- 
sione aldolica viene stabilizzato per risonanza, per 
il carattere elettron-attrattore dell’atomo di ossigeno 
del gruppo carbonilico. 


Esistono due classi di aldolasi differenziabili 
in base al meccanismo d’azione 


La scissione aldolica viene catalizzata stabiliz- 
zando il suo intermedio enolato mediante un’aumen- 
tata delocalizzazione elettronica. Vi sono due tipi di 
aldolasi che si differenziano in base al metodo chi- 
mico utilizzato per stabilizzare l’enolato. Nelle aldo- 
lasi della classe I, presenti negli animali e nelle pian- 
te, la reazione avviene nel modo seguente: 


Fase 1. Legame del substrato. 

Fase 2. Reazione del gruppo carbonilico dell’FBP 
con il gruppo amminico e del residuo di Lys 
presente nel sito attivo per formare un ca- 
tione imminico, cioè una base di Schiff pro- 
tonata. 

Fase 3. Rottura del legame C(3)—C(4) con formazio- 
ne dell’enammina e liberazione della GAP. 
Lo ione imminico, come abbiamo visto nel 
paragrafo 15.2E, è un gruppo elettron-attrat- 
tore migliore dell’atomo di ossigeno del 
gruppo carbonilico originale. Quindi, la ca- 
talisi avviene in quanto l’intermedio enam- 
mina (Fig. 16.9, Fase 3) è più stabile del cor- 
rispondente intermedio enolato della reazio- 
ne di scissione aldolica catalizzata da una 
base (Fig. 16.8, Fase 2). 

Fase 4. Protonazione dell’enammina a catione im- 
minico. 

Fase 5. Idrolisi di questa immina con rilascio di 
DHAP e rigenerazione dell’enzima libero. 


La partecipazione alla catalisi dei residui di Cys e 
His in qualità di acido e di base capaci di facilitare 
il trasferimento del protone (Fig. 16.9) fu evidenzia- 
ta mediante l’uso di appropriati reagenti specifici per 
i vari gruppi chimici (paragrafo 6.2) che inattivano 
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Figura 16.8 Il meccanismo della scissione aldolica catalizzata da una 
base. La condensazione aldolica avviene con un meccanismo inverso. 
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Figura 16.9 Il meccanismo enzimatico delle aldolasi classe |. La rea- 
zione coinvolge (1) legame del substrato; (2) formazione della base 
di Schiff tra il residuo di Lys del sito attivo dell'enzima e il FBP; 
(3) scissione aldolica per formare un intermedio enamminico tra l’en- 


re in alto); (4) tautomerizzazione alla forma imminica della base di 
Schiff; (5) idrolisi della base Schiff con il rilascio del DAHP. 


zima e il DHAP con il rilascio di GAP (mostrata con la sua faccia 


[673][674] Glicolisi 
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Il prodotto radioattivo fu idrolizzato e identificato 
come N°-B-gliceril lisina. 

Le aldolasi della classe II, presenti nei funghi, nelle 
alghe e in alcuni batteri, non formano la base di Schiff 
con il substrato. In questo caso viene utilizzato un 
catione bivalente, di solito lo Zn?*, che polarizza l’a- 
tomo di ossigeno del gruppo carbonilico del substra- 
to, stabilizzando l’intermedio enolato della reazione: 


CH30P05" CH30P05" 
ani «eeZoÈ* enzima <> c_otzat Enzima 
HO ‘H HO H 


Entrambe le classi di aldolasi utilizzano in questi mec- 
canismi una cinetica tipo Uni Bi. 


x 


L’aldolasi è stereospecifica 


La reazione dell’aldolasi è un altro esempio della 
straordinaria stereospecificità degli enzimi. Nella con- 
densazione aldolica non enzimatica che forma un 
esosio-1,6-bisfosfato da DHAP e GAP vi possono esse- 
re quattro diversi prodotti a seconda che venga ri- 
mosso dal C(3) del DHAP l’idrogeno pro-R oppure 
pro-S e a seconda che il risultante carbanione attac- 
chi la faccia re oppure si della GAP (vedi formula 
a destra in alto): 


1,6-bisfosfato 1,6-bisfosfato 


Nella condensazione aldolica enzimatica (Fig. 16.9 in 
senso contrario) la formazione del carbanione dallo 
ione imminico enzima-DHAP (Fig. 16.9, Fase 4 in sen- 
so contrario) avviene solo con la rimozione dell’idro- 
geno pro-S. 

L’attacco di questo carbanione avviene solo sulla 
faccia si del gruppo carbonilico della GAP legata al- 
l'enzima. In questo modo si forma sempre il FBP (Fig. 

* 16.9, Fase 3 in senso contrario). 


E. Triosio fosfato isomerasi 


Soltanto uno dei prodotti della reazione di scis- 
sione aldolica, la GAP, continua lungo la via glicoliti- 
ca (Fig. 16.3). Il DHAP e la GAP sono isomeri chetosio- 
aldosio, proprio come il G6P e l’FeP. 

È possibile quindi interconvertire il DHAP e la GAP 
mediante la formazione di un intermedio enediola- 
to, in analogia con la reazione della fosfoglucomutasi 
(Fig. 16.6). 

La triosiofosfato isomerasi (TIM, Fig. 7.19b) cata- 
lizza questo processo nella reazione 5 della glicolisi, 
la reazione finale della Fase I (vedi formula alla pagi- 
na seguente). 
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Identificazione degli amminoacidi del sito attivo 


[675]La curva di dipendenza dell’attività catalitica 
della TIM dal pH ha un andamento a forma di cam- 
pana con valori di pK’ corrispondenti a 6,5 e 9,5. 
La somiglianza tra questi valori di pK' e i corrispon- 
denti valori della reazione della fosfoglucosio isome- 
rasi suggerisce anche in questo caso la partecipazio- 
ne alla catalisi di un acido e di una base. Soltanto 
dagli studi di pH è difficile risalire agli specifici am- 
minoacidici, in quanto l’ambiente del sito attivo può 
alterare i valori di pK’ di un gruppo acido o basico 
(paragrafo 13.4). Per identificare il residuo basico pre- 
sente nel sito attivo della TIM sono stati invece utiliz- 
zati reagenti in grado di marcare gli amminoacidi 
per affinità. Sia il bromoidrossiacetone fosfato che 
il glicidolo fosfato 


CHoBr HoCk 
I I 20 
Cc=0 LUI 
L 
CH,0PO?_ CH,0P03 
Bromoidrossiacetone Glicidolo fosfato 
fosfato 


inattivano la TIM formando un estere con un resi- 
duo di Glu specifico, che analisi ai raggi X hanno 
poi dimostrato trovarsi in una posizione del sito atti- 
vo tale da interagire con il substrato. Assumendo che 
il gruppo carbossilico di questo residuo di Glu sia 
la base generale che conferisce quella caratteristica 
dipendenza dal pH che la TIM mostra, il suo valore 
di pK’ deve essere drasticamente alterato da un va- 
lore di 4,1 dell’amminoacido libero ad uno di 6,5 nel 


sito dell’enzima. Questo è un altro esempio dell’ef- 
fetto dell'ambiente sulle proprietà delle catene late- 
rali degli amminoacidi. 

Le somiglianze tra le reazioni della TIM e della fo- 
sfoglucosio isomerasi suggeriscono che in entrambe 
le reazioni sia presente un intermedio enediolato. 
Questa ipotesi è confermata dall’uso dell’analogo del- 
lo stato di transizione fosfoglicoidrossammato, un 
composto stabile la cui struttura geometrica ricorda 
quella dell’intermedio proposto: 


OH H OH 
N 7 N c Va 
Doo Ho 
LE —_0 0 —0 
CH30P03" CH30P07" 
Fosfoglico- Intermedio enediolato 


idrossammato proposto 


Poiché gli enzimi catalizzano le loro reazioni forman- 


do complessi con lo stato di transizione più saldi che 
con il substrato (paragrafo 14.1F), il fosfoglicoidros- 
sammato si dovrebbe legare più fortemente all’enzi- 
ma TIM del substrato. E, infatti, il fosfoglicoidros- 
sammato si lega alla TIM con un’affinità 155 volte 
più alta di quella della GAP o del DHAP. 


Revisione del meccanismo catalitico della TIM 


La reazione catalizzata dalla triosiofosfato iso- 
merasi (TIM) avviene probabilmente attraverso la for- 
mazione di un intermedio enediolo invece che un 
intermedio enediolato come è indicato nel sottopara- 
grafo precedente. Questa osservazione è ricavata dal 
fatto che l’His 95 dell’enzima del lievito, il cui atomo 
di azoto N(3) giace a 2,9 À dagli atomi O(1) e O(2) 
del substrato, può protonare queste posizioni (O(1) 
con la GAP come substrato e O(2) con il DHAP come 
substrato) in concomitanza con la sottrazione di un 
protone dal C(2) o dal C(1) da parte del gruppo car- 
bossilico del Glu 165. Quest’ultimo gruppo è in una 
posizione ideale per questa azione di rimozione di 
un protone. Infatti la sua sostituzione per mutagene- 
si con un Asp (e l’analisi ai raggi X mostra uno spo- 
stamento del gruppo carbossilico di solo 1 À), riduce 
il potere catalitico dell'enzima di circa 1000 volte. 

Il confronto tra la struttura ai raggi X dell’enzima 
da solo e nel complesso con l’analogo dello stato di 
transizione fosfoglicoidrossammato indica che quan- 
do si lega il substrato il sito attivo viene ad essere 
ricoperto da un segmento composto da 11 residui con- 
servati a forma di cappio mediante un movimento 
che determina uno spostamento della catena princi 
pale di oltre 7 À. Un segmento di quattro residui 


di questo cappio forma un ulteriore ripiegamento che 
genera un legame idrogeno con il gruppo fosforico 
del substrato. La rimozione mediante mutagenesi di 
questa struttura non modifica sostanzialmente la pro- 
teina e quindi il legame del substrato non è alterato. 
Il potere catalitico dell'enzima mutato è però dimi- 
nuito di un fattore di 105 e lega solo debolmente il 


‘fosfoglicoidrossammato. Evidentemente il cappio di 


chiusura del sito attivo stabilizza l’intermedio ene- 
diolico sull’enzima. In assenza di un coperchio op- 
portunamente formato, l’enzima rilascia circa l’85% 
di questo intermedio nella soluzione dove si decom- 
pone rapidamente a metilgliossale (CH;CHOCHO) e 
P; (l'enzima tiene il gruppo fosforico nel piano del- 
l’enediolo, una posizione sfavorevole all’eliminazio- 
ne di questo gruppo). Quindi il cappio flessibile con- 
sente anche che il substrato sia trasformato in modo 
quantitativo nel prodotto. 


TIM è un enzima perfetto 


L’enzima TIM, come ha dimostrato Jeremy 
Knowles, ha raggiunto la perfezione catalitica nel sen- 
so che la velocità della reazione bimolecolare tra en- 
zima e substrato è controllata dalla diffusione; la for- 
mazione del prodotto avviene quindi a una velocità 
che è pari a quella delle collisioni tra substrato ed 
enzima in soluzione; qualsiasi aumento dell’efficien- 
za catalitica della TIM non porterà quindi a un au- 
mento della velocità della reazione (paragrafo 13.2B). 
A causa dell’elevata efficienza dell’interconversione 
tra GAP e DHAP, questi due metaboliti vengono man- 
tenuti in equilibrio: K=[GAPMDHAP]=4,73X107?; 
cioè all’equilibrio il valore di [DHAP] è molto mag- 
giore di quello di [GAP]. Man mano che la GAP viene 
utilizzata nella reazione successiva della glicolisi, al- 
tro DHAP viene però convertito in GAP in modo da 
mantenere costante il valore del rapporto tra le due 
concentrazioni all’equilibrio. Entrambi i prodotti del- 
la reazione dell’aldolasi vengono quindi metaboliz- 
zati in una via comune. 

Cerchiamo ora di vedere a che punto siamo giunti 
nel nostro viaggio nella via glicolitica. La molecola 
del glucosio, che è stata trasformata in due molecole 
di GAP, ha completato la fase preparatoria della gli- 
colisi. Questo processo ha richiesto l’utilizzo di due 
molecole di ATP. Questo investimento energetico ha 
portato alla conversione di una molecola di glucosio 
in due molecole C3 ognuna delle quali ha un grup- 
po fosforico e mediante un piccolo artificio chimico 
può essere convertita in un composto «ad alta ener- 
gia» (paragrafo 15.14B); la loro energia libera di idro- 
lisi può essere poi accoppiata alla sintesi di ATP. Que- 


sto investimento energetico verrà doppiamente ripa- 
gato nella fase finale della glicolisi in cui le due unità 
Cz fosforilate vengono trasformate in piruvato con 
la sintesi accoppiata di quattro molecole di ATP. 


F. Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi: 
la prima formazione di un intermedio 
«ad alta energia» 


La reazione 6 della glicolisi coinvolge l’ossida- 
zione e la fosforilazione della GAP da parte del 
NAD* e del P,, catalizzate dalla gliceraldeide-3-fo- 
sfato deidrogenasi (GAPDH, Fig. 7.46). Questo è 
il primo artificio chimico a cui alludevamo prima. 
In questa reazione, l’ossidazione dell’aldeide, una rea- 
zione esoergonica, guida la sintesi dell’acil fosfato 
1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG; chiamato anche 
1,3-difosfoglicerato). 

Ricordate che gli acil fosfati sono composti con un 
alto potenziale di trasferimento del gruppo fosforico 
(paragrafo 15.4B). 


H_,_0H + NAD' + P; 


,CH20P05” 
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fosfato (GAP) 


Gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi (GAPDH) 


Og PO 
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+ NADH + H* 


1,3-bisfosfoglicerato 
(1,3-BPG) 


Studi del meccanismo di reazione 


[679] Alcuni esperimenti chiave hanno contribuito 
a chiarire il meccanismo di reazione della GAPDH: 


1. la GAPDH viene inattivata dall’alchilazione con 
quantità stechiometriche di iodoacetato. La pre- 
senza di carbossimetilcisteina nell’idrolizzato del- 
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Acetil fosfato 


l’enzima alchilato (Fig. 16.10) suggerisce che nel 
sito attivo sia presente un residuo di Cys. (L’inat- 
tivazione della GAPDH porta a un accumulo di 
FBP, per effetto dell’equilibramento delle reazio- 
ni catalizzate dalla TIM e dall’aldolasi.) 

2. La GAPDH trasferisce quantitativamente un 3H 
dall’atomo C(1) della GAP al NAD* (Fig. 16.10b), 
stabilendo quindi che questa reazione avviene con 
un trasferimento diretto dello ione idruro. 

3. La GAPDH catalizza lo scambio di *2P tra [®2P]-P; 
e l’analogo del prodotto acetil fosfato (Fig. 16.100). 
Queste reazioni di scambio isotopico stanno ad in- 
dicare la formazione di un intermedio acilenzima 
(paragrafo 13.5D). 


David Trentham ha proposto un meccanismo per la 
GAPDH basato su queste informazioni e sui risultati 
di studi cinetici (Fig. 16.11): 


Fase 1. La GAP si lega all’enzima. 

Fase 2. Il gruppo sulfidrilico essenziale, agendo da 
nucleofilo, attacca l’aldeide per formare un 
tioemiacetale. 

Fase 3. Il tioemiacetale viene ossidato ad acil tioe- 
stere mediante il trasferimento diretto di 
uno ione idruro al NAD*. Questo interme- 
dio, che è stato isolato e caratterizzato, ha 
un elevato potenziale di trasferimento del 
gruppo fosforico. L’energia di ossidazione 
dell’aldeide non è stata dissipata ma è sta- 


CHgz to al NAD*. (c) Lo scambio di 
32 sè n . . 
P catalizzata dall'enzima tra il 

fosfato e l’acetil fosfato. 


ta conservata mediante la sintesi del tioe- 
stere e la riduzione del NAD* a NADH. 
Fase 4. Il NADH viene sostituito da un’altra mole- 
cola di NAD*. 
Fase 5. L’intermedio tioestere subisce l’attacco nu- 
cleofilico da parte del P; rigenerando l’en- 
zima libero e formando 1,3-BPG. Questa ani- 
dride mista «ad alta energia» genera ATP 


dall’ ADP nella reazione successiva della gli- - 


colisi. 


I trasferimenti di ioni idruri che coinvolgono 
NAD* oppure NADP* sono stereospecifici 


Le deidrogenasi, come la maggior parte degli 
enzimi, legano i loro substrati e catalizzano le loro 
reazioni con una stereospecificità assoluta. Il trasferi 
mento di uno ione idruro da o per il NAD* oppure 
il NADP* catalizzato da questi enzimi coinvolgono 
quindi una faccia specifica dell’anello nicotinamidico 
del coenzima, anche se l’identità della faccia dipende 
dalle caratteristiche dell'enzima. Per esempio, studi 
con composti marcati con deuterio hanno dimostra- 
to che la GAPDH trasferisce lo ione idruro dall’ato- 
mo C(1) alla faccia si dell’anello nicotinamidico del 
NAD+ (vedi le formule alla pagina seguente, in alto 
a sinistra): 
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Figura 16.11 Il meccanismo enzimatico della gliceraldeide‘3-fosfato 
deidrogenasi: (1) la GAP si lega all’enzima; (2) il gruppo sulfidrilico 
del sito attivo forma un ticemiacetale con il substrato; (3) il NAD+ 
ossida il tioemiacetalea tioestere; (4) il NADH appena formato viene 
sostituito sull'enzima dal NAD+; (5) il P; attacca il tioestere forman- 
do il prodotto acil fosfato, 1,3-BPG, e rigenerando il sito attivo del- 
l'enzima. 


Intermedio acil 
tioestere 


1,3-bisfosfoglicerato 


(1,3-BPG) 


Quindi per la GAPDH, l’atomo H trasferito diventa 
un sostituente pro-S dell’atomo C(4) del NADH. Al 
contrario, la lattato deidrogenasi (paragrafo 16.3A) 
e l’alcol deidrogenasi (paragrafo 16.3B) catalizzano 
il trasferimento dell’atomo di idrogeno pro-R del 
NADH. 

Prima che fosse nota l’assoluta stereospecificità del- 
l’addizione dello ione idruro al NAD+, le due facce 
dell’anello nicotinamidico venivano chiamate A e B. 
È stato poi scoperto che la faccia A corrisponde alla 


faccia re (pro-R) e la faccia B a quella si. 


G. Fosfoglicerato chinasi: 
la prima generazione di ATP 


La reazione 7 della via glicolitica porta alla pri- 
ma formazione di ATP e alla produzione di 
3-fosfoglicerato (3PG); questa reazione è catalizza- 
ta dalla fosfoglicerato chinasi (PGK) (vedi la for- 
mula alla pagina seguente, in alto a sinistra): 


| e e C____——EEHEE:IEN 
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(Nota: Il nome chinasi viene dato a un enzima che 
trasferisce un gruppo fosforico tra l’ATP e un meta- 
bolita. Non necessariamente la direzione del trasferi- 
mento deve essere esoergonica.) 

La PGK (Fig. 16.12) ha una forma bilobata. Il sito 
di legame del complesso Mg?+-ADP è localizzato in 
un dominio, a circa 10 À dal sito di legame del- 
11,3-bisfosfoglicerato che è nell’altro dominio. Misu- 
re fisiche hanno stabilito che dopo il legame dei sub- 
strati, i due domini della PGK si avvicinano l’uno al- 
l’altro in modo da permettere ai substrati di reagi- 


Figura 16,12 Modello spaziale della fosfoglicerato chinasi di lievito, 
che mostra la profonda fessura generata dalla struttura bilobata. Il 
sito che lega il substrato si trova sul fondo della fessura dove è pre- 
sente l'atomo di fosforo (in'viola) del 3PG. Confrontate questa struttu- 
ra con quella dell’esochinasi (Fig. 16.5a). (Per gentile concessione 
di Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center. La struttura ai raggi X 
è stata determinata da Hermann Watson.) 


Figura 16.13 Il meccanismo della reazione della PGK. Le posizioni 
degli ioni Mg?+ sono solo esempi; il loro reale sito di legame è an- 
cora sconosciuto. 


re in un ambiente privo di acqua, come avviene per 


la esochinasi (paragrafo 16.24). La forma della PGK ‘ 


è molto simile a quella dell’esochinasi (Fig. 16.50), 
anche se la struttura primaria delle due proteine non 
presenta alcuna relazione. 

La Fig. 16.13 riporta il meccanismo della PGK che 
è consistente con la cinetica sequenziale osservata. 
L’ossigeno del gruppo fosforico terminale dell’ADP 
attacca nucleofilicamente l’atomo di fosforo sul C(1) 
dell’1,3-BPG formando il prodotto finale della reazio- 
ne. 


H. Fosfoglicerato mutasi 


Nella reazione 8 della glicolisi, il 3PG viene con- 


vertito in 2-fosfoglicerato (2PG) ad opera della fo- 
sfoglicerato mutasi (PGM): 


IS c LO i O c 20 
i! Fosfoglicerato 1} ni 
H-C - OH mutasi (PGM) H_- ii 7 OPO3 
A e 2- O 

H Ci OPO3 H Ci OH 

H H 

3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 
(PG) (2PG) 


Una mutasi catalizza il trasferimento di un gruppo 
funzionale da una posizione a un’altra nella stessa 
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molecola. Questa reazione è praticamente una pre- 
parazione necessaria per la reazione successiva della 

icolisi, in cui viene generato un composto fosforila- 
to «ad alta energia», da usare per la sintesi di ATP. 


Meccanismo di reazione della PGM 


A una prima indagine, la reazione catalizzata 
dalla PGM sembra essere un semplice trasferimento 
intramolecolare del gruppo fosforico. Ma la realtà è 
molto diversa. L’enzima attivo ha un gruppo fosfori- 
co legato al sito attivo, che viene trasferito al sub- 
strato per formare un intermedio bisfosfato. Questo 
intermedio rifosforila poi l’enzima generando il pro- 
dotto e il fosfoenzima attivo. 1 seguenti risultati spe- 
rimentali hanno permesso di delucidare il meccani- 
smo enzimatico della PGM: 


1. Per l’attività enzimatica sono necessarie quantità 
catalitiche di 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG, no- 
to anche come 1,3-difosfoglicerato) 


ad 

H—C—OP07 

H—C7-OPO$” 
H 


2,3-bisfosfoglicerato 
(2,3-BPG) 


il 2,3-BPG serve a innescare la reazione. 

2. L’incubazione dell’enzima con quantità catalitiche 
di 2,3-BPG marcato con *P produce un enzima 
contenente 32P. Zelda Rose ha dimostrato che 
questo era il risultato della fosforilazione di un 
residuo di His: 


N 
Enzima— cl) 
ì 


PO7” 
Residuo di fosfo His 
3. La struttura dell’enzima ai raggi X mostra che 


nel sito attivo è presente un residuo di His (Fig. 
16.14). Nell’enzima attivo, l’His 8 è fosforilata. 


Questi dati confermano che il sito attivo dell'enzima 
contiene un residuo di fosfo His (Fig. 16.15): 


Fase 1. Il 3PG si lega al fosfoenzima in cui l’His 8 
è fosforilata. 
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Figura 16.14 La regione del sito atttivo della fosfoglicerato mutasi 
di lievito (forma defosfo) che mostra il substrato, il 3-fosfoglicerato, 
ed alcune delle catene laterali che lo circondano. L'His 8 del sito 
attivo dell'enzima è fosforilata. (Fonte: WINN, S.I., WATSON, H.l., HAR- 
kins, R.N. e FoTHERGILL, LA., Philos. Trans. R. Soc. London Ser. B, 
293, p. 126, 1981.) 


Fase 2. Questo gruppo fosforico viene trasferito al 
substrato, formando un complesso interme- 
dio 2,3-BPG - enzima. 

Fase 3. e Fase 4. Il complesso si decompone for- 
mando il prodotto 2PG con la concomitante 
rigenerazione del fosfoenzima. 


Il gruppo fosforico che era presente sul 3PG compari- 
rà sull’atomo C(2) della successiva molecola di 3PG 
che andrà incontro alla catalisi. 


La glicolisi influenza il trasporto dell’ossigeno 


Il 2,3-BPG si lega in modo specifico alla deossie- 
moglobina alterandone l’affinità per l’ossigeno (pa- 
ragrafo 9.1D). La concentrazione di 2,3-BPG negli eri- 
trociti è molto più elevata (circa 5mm) della quantità 
esigua che è necessaria per innescare la PGM. Gli eri 
trociti sintetizzano e degradano il 2,3-BPG mediante 
una digressione dalla via glicolitica (riportata nella 
Fig. 16.16). La bisfosfoglicerato mutasi catalizza il 
trasferimento di un gruppo fosforico dall’atomo C(1) 
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Figura 16.15 Un meccanismo proposto per 
la reazione della fosfoglicerato mutasi. La 
forma attiva dell'enzima contiene un resi- 
duo di fosfo-His nel sito attivo. (1) Forma- 
zione di un complesso enzima-substrato; (2) 
trasferimento del gruppo fosforico legato al- 
l'enzima al substrato; (3) rifosforilazione del- 
l'enzima da parte dell'altro gruppo fosfori- 
co del substrato; (4) rilascio del prodotto 
rigenerando il fosfoenzima attivo. (5) Oc- 
casionalmente il 2,3-BPG si dissocia dall’en- 
zima lasciando un enzima inattivo, la for- 
ma defosfo, che deve essere rifosforilato me- 
diante la reazione inversa. 


Figura 16.16 La via di sintesi e di degrada- 
zione del 2,3-BPG negli eritrociti è una via 
collaterale della glicolisi. 
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Figura 16.17 La curva di dissociazione dell'ossigeno di eritrociti nor- 
mali (curva in rosso) e di eritrociti di pazienti con deficienza di eso- 
chinasi (curva in verde) e con deficienza di piruvato chinasi (in blu). 
(Fonte: DeLivoRIA-PAPADOPOULOS, M., Oski, F.A. e GOTTUEB, A.)., Scien- 
ce, 165, p. 601, 1969.) 


al C(2) dell’1,3-bisfosfoglicerato. Il prodotto della rea- 
zione, il 2,3-BPG, viene poi idrolizzato a 3PG dalla 
2,3-bisfosfoglicerato fosfatasi. 

La velocità della glicolisi può modificare l’affinità 
dell’emoglobina per l’ossigeno attraverso l’azione del 
2,3-BPG. Di conseguenza, difetti ereditari della glico- 
lisi negli eritrociti modificano la capacità del sangue 
di trasportare ossigeno (Fig. 16.17). Per esempio, la 
concentrazione degli intermedi glicolitici in eritroci- 
ti deficienti in esochinasi è minore del normale in 
quanto l’esochinasi catalizza la prima reazione della 
glicolisi. Ciò porta a una diminuzione dei livelli di 
2,3-BPG e quindi a un aumento dell’affinità dell’emo- 
globina per l’ossigeno. La deficienza in piruvato chi- 
nasi invece fa diminuire l’affinità dell'emoglobina per 
l'ossigeno mediante un aumento della concentrazio- 
ne di 2,3-BPG che deriva dal blocco dell’ultima rea- 
zione della glicolisi. 


I. Enolasi: la seconda formazione 
di un intermedio «ad alta energia» 


Nella reazione 9 della glicolisi, il 2PG viene dei- 
dratato a fosfoenolpiruvato (PEP) ad opera dell’e- 
nolasi: 
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(0) & 6 2° (0) & 6 20 
- Enolasi sa 
H_ î 37 OH Sd 
H H 
2-fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato 
(2PG) (PEP) 


L’enzima forma un complesso con un catione biva- 
lente come il Mg?+ prima di legare il substrato. Co- 
me è stato già detto nel paragrafo 16.1A, gli ioni fluo- 
ruro inibiscono la glicolisi portando a un accumulo 
di 2PG e di 3PG. Essi possono produrre questo effet- 
to inibendo fortemente l’enolasi in presenza di P,. 
La specie con attività inibitoria è lo ione fluorofo- 
sfato (FPO}7), che probabilmente complessa il ma- 
gnesio legato all’enzima, inattivandolo. Il substrato 
dell’enolasi, il 2PG, viene mantenuto in equilibrio con 
il 3PG dalla PGM. 


Struttura dell’enolasi 


La struttura ai raggi X dell’enolasi di lievito è 
stata rivista in seguito a nuove indagini ad alta riso- 
luzione. Il barile @8 dell’enolasi differisce da quello 
della TIM in quanto la prima e la seconda catena #8 
del barile dell’enolasi sono antiparallele invece che 
parallele e sono seguite da due a-eliche antiparallele 
poste all’esterno del 8-barile. Quindi il barile dell’e- 
nolasi ha una topologia 68«a(Ba) invece di quella 
riportata in precedenza e cioè la topologia regolare 
(Ba) del barile classico della TIM, in cui le B-catene 
sono parallele e corrono in direzione opposta a quel- 
la di tutte le a-eliche (Figg. 7.19b e 7.48c). L’errore 
è stato dovuto all’inversione della connessione del pri- 
mo ripiegamento 8a alla catena polipeptidica, per una 
indistinta densità elettronica di quella regione. Ciò 
ha prodotto un modello sbagliato rispetto gli altri ba- 
rili aB con struttura nota. 

Questa struttura rivista dell’enolasi potrebbe getta- 
re dubbi sulle basi della discussione riportata nel pa- 
ragrafo 26.2] concernente le relazioni evoluzionisti- 
che tra l’enolasi e la piruvato chinasi. Il confronto 
delle strutture del barile dell’enolasi e di altri 16 ba- 
rili @8 noti suggerisce che i barili x8- dell’enolasi e 
della piruvato chinasi sono in effetti strettamente cor- 
relati. 


Meccanismo catalitico 


La deidratazione (eliminazione di una moleco- 
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Figura 16.18 Il meccanismo proposto per 
la reazione dell’enolasi: (1) formazione ra- 
pida di un carbanione per rimozione di un 
protone sull’atomo C(2); questo protone vie- 
ne scambiato velocemente con il solvente. 
(2) Eliminazione lenta di un gruppo OH per 
formare fosfoenolpiruvato; 1180 può scam- 
biarsi con il solvente con una velocità pari 
a quella di questa tappa. 


la di acqua) catalizzata dall’enolasi può avvenire in 
uno dei modi seguenti (Fig. 15.9a): (1) si può staccare 
prima l’ossidrile dal gruppo C(3)-OH, generando un 
carbocatione sul C(3); (2) si può staccare per prima 
cosa il protone dal C(2), generando un carbanione; 
oppure (3) la reazione può essere concertata. Studi 
di scambio isotopico condotti da Paul Boyer hanno 
dimostrato che il protone sul C(2) del 2PG si scambia 
con il solvente a una velocità che è dodici volte supe- 
riore a quella di formazione del PEP. L’ossigeno sul 
C(3) si scambia invece con il solvente a una velocità 
che è pressoché uguale alla velocità della reazione 
complessiva. Ciò suggerisce il meccanismo seguente 
(Fig. 16.18): 


Fase 1. La rapida formazione del carbanione sul C(2) 
viene facilitata da una catalisi basica ad ope- 
ra dell’enzima. Il protone sottratto viene 
scambiato rapidamente con il solvente (que- 
sto spiega la rapida velocità di scambio os- 
servata sperimentalmente). 


Fase 2. L'eliminazione dell’ossidrile dal gruppo C(8)- 
OH è la tappa limitante. Questo è in accor- 
do con la bassa velocità di scambio con il 
solvente misurata negli esperimenti di 
Boyer. 


Fosfoenolpiruvato 


(PEP) 
H,0 


Inibizione dell’enolasi da fluoruro e P; 


L’ipotesi che lo ione fluorofosfato sia la specie 
responsabile dell’inibizione dell’enolasi in presenza 
di fluoruro e P; è sbagliata. Studi all’NMR hanno di- 
mostrato che il F7 e il P; formano un complesso con 
un catione bivalente (di solito il Mg?+) molto stabile 
a livello del sito attivo dell’enzima. Il F- rimpiazza 
una molecola di acqua che normalmente si lega al 
catione bivalente come parte della sua sfera di coor- 
dinazione, mentre il P; occupa il sito di legame per 
il gruppo fosforico del substrato. Poiché la deidrata- 
zione catalizzata dall’enolasi viene probabilmente fa- 
cilitata dalla coordinazione di ioni OH” da parte del 
catione bivalente, il F può agire come un analogo 


dello ione OH” fisicamente, ma non chimicamente, 


simile. La potenza dell’inibizione suggerisce che il 
complesso ione metallico - F7 - P; possa indurre un 
cambio conformazionale nell’enzima che ricorda 


* quello dello stato di transizione. 


L. Piruvato chinasi: 
seconda formazione di ATP 


Nella reazione 10 della glicolisi, la reazione fi- 
nale, la piruvato chinasi (PK) accoppia l’energia li- 
bera di idrolisi del PEP alla sintesi di ATP, formando 
piruvato: 
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926 pe del PEP è — 61,9 kJ- mol-! (Tabella 3.4 e paragrafo 
N L , 3.4B). In altre parole, il PEP è un composto ad alta 
c_0P0; + ADP + H energia, mentre il 2PG non lo è. 
CHo i 
detti Le vie metaboliche si sono 
probabilmente evolute in senso contrario 
SS mediante duplicazione genica li 
chinasi i 
Ì 
ò o- Abbiamo appena visto con quale ingegnosa ma- i 
Nor niera viene utilizzata l’energia libera ottenuta dalla 
A 6 La degradazione del glucosio per sintetizzare ATP. Que- i 
EL * sto processo ha bisogno prima di un investimento 
CHg di ATP per formare il composto fosforilato (FBP) che i 
Piruvato viene poi rotto in due unità C(3). L'energia libera del- 


Meccanismo catalitico della PK 


La reazione della PK avviene nel modo seguen- 
te (Fig. 16.19): 


Fase 1. L’atomo di ossigeno del gruppo fosforico 8 
dell’ADP attacca nucleofilicamente l’atomo 
di fosforo del PEP, producendo enol piru- 
vato e ATP. In questa reazione viene con- 
servata l’energia libera di idrolisi del PEP. 

Fase 2. L’enol piruvato si converte in piruvato. Que- 
sta tautomerizzazione enol-chetonica è suf- 
ficientemente esoergonica da favorire la sin- 
tesi endoergonica dell’ATP ad essa accop- 
piata (paragrafo 15.4C). 


Possiamo ora comprendere la «logica» della reazione 
dell’enolasi. L’energia libera standard di idrolisi del 
2PG è soltanto AG°’ = — 17,6 kJ - mol-!, che è insuf- 
ficiente per la sintesi di ATP (AG°’=—30,5 
kJ - mol”! per la sintesi di ATP da ADP e P)). La dei- 
dratazione del 2PG porta quindi alla formazione di 
un composto «ad alta energia» capace di favorire la 
sintesi di ATP (l’energia libera standard di idrolisi 


Me” 
OL 07 SCR 
eur a 
I Pet 
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Figura 16.19 Il meccanismo della reazione catalizzata dalla piruvato 
chinasi: (1) attacco nucleofilico di un atomo di ossigeno del gruppo 


l’ossidazione della GAP viene utilizzata per la sintesi 
di un acil fosfato, un intermedio «ad alta energia» 
(1°1,3-BPG) che serve poi a fosforilare l’ADP ad ATP. 
Anche il secondo composto «ad alta energia» della 
via, il PEP, che viene prodotto dal 2PG, fosforila l’ADP 
ad ATP. La reazione complessiva della glicolisi è: 


glucosio +2ADP +2P;+2NAD+ —> 
—=> 2piruvato +2ATP+2NADH+4H* +2H,0 


Come si è potuta evolvere una via così complessa? 
Sembra molto improbabile che essa sia derivata dal- 
la comparsa casuale delle attività enzimatiche neces- 
sarie, seguita poi da un fine aggiustamento delle con- 
dizioni. Sembra piuttosto che, come viene suggerito 
dalla presenza di una unità che lega i nucleotidi in 
un gran numero di enzimi che hanno questa capaci- 
tà, le vie derivino da una duplicazione genica segui- 
ta da un’evoluzione divergente. Poiché il substrato 
di un dato enzima della via è il prodotto dell’enzima 
precedente, è stato postulato che le vie metaboliche 
si siano evolute in senso contrario, in cui un dato 
enzima dava origine a quello precedente mediante 
duplicazione genica ed evoluzione divergente. Que- 
sta ipotesi è in accordo con le osservazioni che i due 
enzimi glicolitici successivi, enolasi e PK, contengo- 


aTtp 0 Ht O 0 
C C 

de iii Mi 
===>  C-0 = 
Il AG°'=31,4 kJ- mol”! I 

CH, CHy 

Enolpiruvato Piruvato 


fosforico 8 dell’ADP sull’atomo di fosforo del PEP per formare ATP 
ed enolpiruvato; (2) tautomerizzazione dell’enolpiruvato a piruvato. 


506 Capitolo 16 


© 88-08-10538-5 


no nella regione C-terminale una struttura a B-barile 
che lega il PEP (paragrafo 7.3B), il cui scheletro ato- 
mico risulta praticamente sovrapponibile, ma non 
presentano particolari somiglianze strutturali con al- 
tre organizzazioni a 8-barile conosciute. 


= Cf geo 
3. FERMENTAZIONE: IL DESTINO 
ANAEROBICO DEL PIRUVATO 


[692] Per consentire alla glicolisi di continuare, il 
NAD*, che nella cellula è in quantità limitata, deve 
essere riciclato dopo la sua riduzione a NADH ad ope- 
ra della GAPDH (Fig. 16.3; reazione 6). In presenza 
di ossigeno gli equivalenti riducenti del NADH en- 
trano per la riossidazione nei mitocondri (Capitolo 
20). In condizioni anaerobiche, il NAD* viene ripri- 
stinato mediante la riduzione del piruvato in un’e- 
stensione della via glicolitica. I due processi per la 
ricostituzione anaerobica del NAD* sono la fermen- 
tazione omolattica e la fermentazione alcolica, che 
avvengono rispettivamente nel muscolo e nel lievito. 


A. Fermentazione omolattica 


Nel muscolo e in particolare durante uno sfor- 
zo prolungato e vigoroso, quando la domanda di ATP 
è elevata e non vi è un adeguato rifornimento di os- 
sigeno, la lattato deidrogenasi (LDH) catalizza la 
riduzione del piruvato ad opera del NADH, con for- 
mazione di NAD+ e di lattato. Questa reazione vie- 
ne spesso indicata come l’undicesima tappa della gli- 
colisi: 


A Hr Hs 0 
(0) & 5 150 N È 
i È la i NNHy + 
20 O + | 12 +H 
: N 
3093 | . 
R 
Piruvato NADH 
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deidrogenasi (LDH) 
> H (0) 
(©) & x 0 I 
si NNH, 
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N 
as 
R 
L-lattato NAD* 


NAD* in LDH 


Figura 16.20 Sovrapposizione delle molecole di NAD* nelle strut- 
ture cristalline della LDH (in rosso) e della GAPDH (in verde). L'anel- 
lo nicotinamidico (ombreggiato) delle due molecole di coenzima guarda 
in direzioni opposte. (Fonte: ROSsMAnN, M.G., Lijas, A., BRANDEN, 


C.- e BANASZAK, L.)., in BoveR, P.D., (curatore), The enzymes, 3? ed., 


Vol. 11, p. 85, Academic Press, 1975.) 


L’LDH, come gli altri enzimi NAD* dipendenti, ca- 
talizza la sua reazione con una stereospecificità asso- 
luta: l'idrogeno pro-R (faccia A) dell’atomo C(4) del 
NADH viene trasferito stereospecificamente alla fac- 
cia re dell’atomo C(2) del piruvato formando L- (op- 
pure S-) lattato. In questo modo viene rigenerato il 
NAD+ necessario alla reazione della GAPDH. Nota- 
te che il trasferimento dello ione idruro al piruvato 
avviene sulla faccia dell’anello nicotinamidico oppo- 
sta a quella utilizzata per il trasferimento nella rea- 
zione della GAPDH (paragrafo 16.2F). La Fig. 16.20 
mostra la sovrapposizione della molecola del NAD* 
legata alla GAPDH oppure alla LDH nelle rispettive 
strutture cristalline. Le conformazioni del coenzima 
nel complesso con i due enzimi sono simili eccetto 
che l'orientamento dell’anello nicotinamidico diffe- 
risce di circa 180°. 

I mammiferi possiedono due tipi di subunità 
della LDH, il tipo M e il tipo H, che insieme formano 
cinque forme isoenzimatiche tetrameriche: My, MH, 
MH, MHz e Hy (paragrafo 7.5C). Anche se queste 
forme ibride sono presenti nella maggior parte dei 
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Figura 16.21 Il legame dell’addotto sintetico NAD-piruvato al sito 
attivo della lattato deidrogenasi. Il piruvato è disegnato in verde ed 
il NAD* in marrone. (Fonte: HOLBROOK, ].]., Liljas, A., STEINDEL, S.}. 
e Rossmann, M.G., in Boyer, P.D., (curatore), The enzymes, 3* ed., 
Vol. 11, p. 240, Academic Press, 1975.) 


Figura 16.22 Nel meccanismo della reazione della lattato deidroge- > 
nasi vi è un trasferimento diretto di uno ione idruro dal NADH all’a- 
tomo di carbonio carbonilico del piruvato. 
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tessuti, la forma H predomina nei tessuti aerobici co- 
me il muscolo cardiaco, mentre la subunità tipo M 
è preferenzialmente presente nei tessuti che possono 
operare in condizioni anaerobiche come il muscolo 
scheletrico e il fegato. L’LDH tipo Hy ba una bassa 
Kw per il piruvato e viene inibita allostericamente 
da livelli elevati di questo metabolita, mentre la for- 
ma M, ha una Ky alta per il piruvato e non viene 
inibita da questo composto. Le altre forme isoenzi- 
matiche hanno proprietà intermedie che dipendono 
dal loro contenuto in una subunità. 

Sulla base di queste osservazioni è stato proposto, 
non senza incertezze, che l’LDH tipo H si adatti me- 
glio all’ossidazione del lattato a piruvato e che l’LDH 
tipo M catalizzi preferenzialmente la reazione inver- 
sa (da piruvato a lattato). 

La struttura ai raggi X della lattato deidrogenasi 
tipo My di pescecane è stata studiata e caratterizza- 
ta da Michael Rossmann. La struttura del complesso 
formato dall’LDH con un addotto sintetico tra NAD* 
(Fig. 16.21) e piruvato ha suggerito un meccanismo 
per la riduzione del piruvato (Fig. 16.22): lo ione idru- 
ro viene trasferito dall’atomo C(4) del NADH all’ato- 
mo C(2) del piruvato con il concomitante spostamen- 
to di un protone dal gruppo imidazolico dell’His 195. 
Quest'ultima interazione serve a orientare il substra- 
to, come il ponte salino tra il gruppo carbossilico del 
substrato e l’Arg 171. 

Il processo complessivo della glicolisi anaerobica nel 
muscolo può essere rappresentato come: 


glucosio + 2ADP +2P; —> 2lattato +2ATP+2H* 


La maggior parte del lattato, il prodotto finale della 
glicolisi anaerobica, esce dalla cellula muscolare e viene 
trasportata dal sangue al fegato, dove viene riconver- 
tita in glucosio (paragrafo 21.1C). Al contrario di quan- 
to si crede normalmente, non è la formazione del 
lattato che causa l’affaticamento e i dolori muscolari, 
ma piuttosto l'accumulo dell’acido generato dalla gli- 
colisi (il muscolo può mantenere il suo carico di lavo- 
ro in presenza di elevate concentrazioni di lattato 
se il pH viene mantenuto costante). È ben noto ai 
cacciatori che la carne di un animale che prima di 
essere ucciso ha corso fino all'esaurimento ha un sa- 
pore acido. Questo è il risultato della produzione di 
acido lattico nel muscolo. 
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B. Fermentazione alcolica 


Nel lievito in condizioni anaerobiche, il NAD+ 
viene rigenerato in un modo che è stato utilizzato 
dall’umanità da migliaia di anni: la conversione del 
piruvato in etanolo e CO:. L’etanolo è appunto l’in- 


grediente attivo del vino e degli spiriti; la CO. pro- | 


dotta in questo modo fa lievitare il pane. 


La TPP è un cofattore essenziale 


. della piruvato decarbossilasi 


Il lievito produce etanolo e CO, per mezzo di 
due reazioni (Fig. 16.23). La prima reazione è la de- 
carbossilazione del piruvato per generare acetaldei- 
de e CO;, catalizzata dalla piruvato decarbossila- 
si (un enzima che non è presente negli animali). Que- 


sto enzima contiene il coenzima tiamina pirofosfa- . 


to (TPP, Fig. 16.24); il legame tra coenzima e protei- 
na non è covalente. La TPP è necessaria perché per 
la decarbossilazione di un a-chetoacido come il piru- 
vato bisogna creare una carica negativa sull’atomo 


di carbonio carbonilico nello stato di transizione, ge- . 


nerando una situazione instabile: 


2A o io 

osa 2 
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Questo stato di transizione può essere stabilizzato de- 
localizzando la carica negativa che si sta formando 
in una opportuna trappola per elettroni. I residui am- 
minoacidici delle proteine non presentano questa pro- 
prietà, mentre la TPP ha una struttura che le con- 
sente di agire in questo modo. 

Il gruppo funzionale della TPP è l’anello tiazolico 
(Fig. 16.24). Il suo gruppo C(2)-H è relativamente aci- 
do a causa della carica positiva dell’atomo di azoto 
quaternario adiacente, che stabilizza elettrostatica- 
mente il carbanione che si forma dalla dissociazione 
del protone dal gruppo CH. Questo carbanione dipo- 
lare (detto anche ylid) è la forma attiva del coenzi- 
ma. Il meccanismo catalitico della piruvato decar- 
bossilasi è il seguente (Fig. 16.25): 


Figura 16.23 Le due reazioni della fer- 
mentazione alcolica sono (1) la decarbos- 


I silazione del piruvato ad acetaldeide, se- ’ 


H guita dalla (2) riduzione ad etanolo ad ope- 
ra del NADH. 


d i e Lui ala se 
Glicolisi 509 
© 88-08-10538-5 

0) (0) b| Figura 16.24 La tiamina pirofosfato. L'anello tiazolico costituisce il 
NH; CH,—CH,—0— P -0-2-0 suo gruppo funzionale cataliticamente attivo. 
N TA CHy OT OT 
| Figura 16.25 Il meccansimo della reazione della piruvato decarbossi- 
ù lasi: (1) l'attacco nucleofilico da parte della forma «ylid» della TPP 
HgC N sull’atomo di carbonio carbonilico del piruvato; (2) rilascio di CO, 
per generare un carbanione stabilizzato per risonanza; (3) protona- 
zione del carbanione: (4) eliminazione della forma ylid della TPP 
e distacco del prodotto. 
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Carbanione stabilizzato per risonanza 


Fase 1. Attacco nucleofilico del carbanione della TPP 
sull’atomo di carbonio carbonilico del piruvato. 

Fase 2. Rilascio di CO, con formazione di un car- 
banione stabilizzato per risonanza in cui l’a- 
nello tiazolico del coenzima funziona da 
trappola per gli elettroni. 

Fase 3. Protonazione del carbanione. 

Fase 4. Eliminazione del carbanione dipolare della 
TPP con formazione di acetaldeide e di en- 
zima attivo. 


Il meccanismo è stato confermato dall’isolamento del- 
l’intermedio idrossietiltiamina pirofosfato (Fig. 
16.25). 


(N 


Il beriberi è una malattia 
da deficienza di tiamina 


La capacità dell’anello tiazolico della TPP di rea- 
gire con i gruppo carbonilici e di agire da trappola 
per gli elettroni rende questo coenzima particolarmente 
idoneo alla decarbossilazione degli a-chetoacidi. La 
TPP è anche coinvolta nelle reazioni di decarbossila- 
zione che incontreremo nelle altre vie metaboliche. 
La tiamina (vitamina B;), che non può essere sin- 
tetizzata o conservata in quantità apprezzabili nei 
tessuti della maggior parte dei vertebrati, deve esse- 
re acquisita con la dieta. La sua deficienza nell’uomo 
porta ad una condizione patologica letale conosciuta 
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come beriberi, caratterizzata da disturbi neurologi- 
ci associati a dolori, paralisi, atrofia delle gambe e 
anche danni cardiaci che possono generare edema 
(accumulo di liquidi nei tessuti e nelle cavità del cor- 
po). Il beriberi colpiva prevalentemente le popola- 
zioni delle aree orientali consumatrici di riso a causa 
dell'abitudine di pulire questo alimento fondamen- 
tale rimuovendo gli strati superficiali che contengo- 
no la tiamina. Il beriberi si sviluppa frequentemente 
negli alcolisti cronici come conseguenza della loro in- 
clinazione a bere piuttosto che a mangiare. 


® 
Riduzione dell’acetaldeide e rigenerazione 
del NAD* 


[698] L’acetaldeide formata dalla decarbossilazione 
del piruvato viene ridotta ad etanolo dal NADH in 
un reazione catalizzata dall’alcol deidrogenasi 
(ADH). Ogni subunità dell’enzima tetramerico pre- 
sente nel lievito (YADH) lega una molecola di NADH 
ed uno ione Zn?*. Lo ione Zn?* serve a polarizzare 
il gruppo carbonilico dell’acetaldeide (Fig. 16.26) in 
modo da stabilizzare la carica negativa dello stato 
di transizione che si sta formando (la funzione degli 
ioni metallici negli enzimi è stata discussa nel para- 
grafo 14.1C). Ciò facilita il trasferimento dell’atomo 
di idrogeno pro-R del NADH (lo stesso atomo che vie- 
ne trasferito dalla LDH) alla faccia re dell’acetaldei- 
de, formando etanolo con l’idrogeno trasferito nella 
posizione pro-R (paragrafo 12.14). 


Etanolo 


Figura 16.26 Il meccanismo di reazione dell'alcol deidrogenasi com- 
prende il trasferimento diretto di uno ione idruro (l'atomo di idroge- 
no pro-R del NADH) alla faccia re dell’acetaldeide. 


Sia la fermentazione omolattica che quella alcolica 
hanno la stessa funzione: la rigenerazione anaerobi- 
ca del NAD* per far continuare la glicolisi. La dif- 
ferenza sostanziale tra i due processi è a livello dei 
loro prodotti metabolici. 

L’alcol deidrogenasi del fegato di mammifero 
(LADH) serve a metabolizzare anaerobicamente gli 
alcoli prodotti dalla flora intestinale oppure introdot- 
ti da fonti esterne (la direzione della reazione del- 
l’ADH varia con le concentrazioni relative di etanolo 
e di acetaldeide). Ogni subunità di questo enzima di- 
merico lega una molecola di NAD* e due ioni Zn?*, 
ma soltanto uno di questi ioni partecipa direttamen- 
te alla catalisi. Esistono notevoli somiglianze nella se- 
quenza amminoacidica della YADH e della LADH e 
si ritiene che i due enzimi abbiamo meccanismi ca- 
talitici generali simili. 


C. Energetica della fermentazione 


La termodinamica ci consente di dividere la fer- 
mentazione nelle sue varie parti e di stabilire le va- . 
riazioni di energia libera che in esse avvengono. Ciò : 
ci permette inoltre di calcolare l’efficienza con cui » 
l'energia libera della degradazione del glucosio vie- 
ne utilizzata per la sintesi di ATP. La reazione com- 
plessiva della fermentazione omolattica è 


Glucosio —> 2lattato +2H* 
AG°’= — 196 kJ- mol-! di glucosio 


(AG®' è stato calcolato dai dati riportati nella Tabella 
3.4, usando le equazioni [3.19] e [3.21] adattate a due 
ioni H+.) Per la fermentazione alcolica la reazione 
complessiva è 


Glucosio —> 2C0: + 2etanolo i 
AG°'=-235 kJ: mol! di glucosio 


Queste due reazioni sono accoppiate alla formazione 
netta di due molecole di ATP, che richiede un. 
AG°' = +61 kJ- mol-* di glucosio consumato (Tabel- 
la 15.3). Dividendo il valore del AG°‘’ della formazio- 
ne dell’ATP per il valore della formazione del latta- 
to, possiamo osservare che l’efficienza della fermen-, 
tazione omolattica è del 31%; cioè il 31% dell’energia 
libera rilasciata da questo processo nelle condizioni 
biochimiche standard viene recuperata dalla forma- 
zione di ATP. Il resto viene dissipato come calore, 
rendendo quindi il processo irreversibile. La fermen- 
tazione alcolica ha un’efficienza del 26% nelle condi-. 
zioni biochimiche standard. Nelle condizioni fisiolo- 
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giche, però, dove le concentrazioni dei reattanti e dei 
prodotti sono diverse da quelle dello stato standard, 
queste reazioni hanno un’efficienza come recupero di 
energia libera superiore anche al 50%. 


La glicolisi viene usata per la produzione 
rapida di ATP 


La fermentazione anaerobica utilizza il gluco- 
sio con notevoli sprechi se viene paragonata alla fo- 
sforilazione ossidativa: la fermentazione porta alla for- 
mazione di 2 molecole di ATP per molecola di gluco- 
sio, mentre la fosforilazione ossidativa rende 38 mo- 
lecole di ATP per molecola di glucosio (Capitolo 20). 
Questo fatto può spiegare l’osservazione di Pasteur, 
e cioè che il lievito consuma molto più glucosio quan- 
do cresce in condizioni anaerobiche rispetto a quan- 
do invece cresce in condizioni aerobiche (l’effetto 
Pasteur; paragrafo 20.4C). La glicolisi anaerobica può 
essere però anche 100 volte più veloce della fosforila- 
zione ossidativa. Di conseguenza, quando i tessuti co- 
me il muscolo stanno consumando molto rapidamen- 
te ATP, possono rigenerarlo soltanto attraverso la gli- 
colisi anaerobica. (Nella fermentazione omolattica non 
si ha in effetti una «perdita» netta di glucosio poiché 
il lattato prodotto viene riconvertito in glucosio nel 
fegato; paragrafo 21.1C.) 

Il muscolo scheletrico è costituito da fibre lente 
(tipo I, rosse) e da fibre veloci (tipo II, pallide). Le 
fibre veloci, chiamate in questo modo in quanto so- 
no presenti nei muscoli capaci di brevi attività molto 
rapide, sono praticamente prive di mitocondri e de- 
vono produrre tutto l’ATP di cui hanno bisogno me- 
diante la glicolisi. I muscoli che si contraggono lenta- 
mente sono invece ricchi di fibre lente contenenti 
molti mitocondri e quindi in grado di ottenere ’ATP 
necessario mediante la fosforilazione ossidativa. Le 
fibre veloci e lente venivano chiamate rispettivamente 
bianche (pallide) o rosse in base al fatto che il colore 
pallido del muscolo tende a diventare rossiccio quan- 
do diventa ricco in mitocondri, in quanto assume il 
colore caratteristico dei citocromi, proteine che con- 
tengono il gruppo eme. Il colore delle fibre non è 
però un indicatore certo della fisiologia del muscolo. 
Per esempio, i muscoli del volo degli uccelli migrato- 
ri come le anatre e le oche, che hanno bisogno di 
un continuo rifornimento di energia, sono ricchi in 
fibre lente e quindi il petto di questi uccelli ha una 
carne scura. Al contrario, i muscoli del volo di quei 
volatili meno ambiziosi, come i polli e i tacchini, che 
utilizzano questi muscoli per brevi voli molto spesso 
solo per sfuggire a un pericolo, contengono princi- 
palmente fibre veloci che danno alla loro carne un 


colore chiaro. Negli uomini, i muscoli dei corridori 
veloci su brevi distanze (gli sprinter) hanno molte 
fibre veloci, mentre i muscoli di coloro che corrono 
distanze molto lunghe sono particolarmente forniti 
di fibre lente (anche se i loro muscoli hanno lo stesso 
colore). Questi corridori hanno una straordinaria ca- 
pacità di generare ATP in modo aerobico. Questo fatto 
è stato dimostrato con studi non invasivi all’NMR ed 
utilizzando l’isotopo #4P per la misurazione dei livelli 
di ATP, P,, fosfocreatina e del pH nei loro muscoli 
attivi ma non allenati degli avambracci. Queste os- 
servazioni hanno suggerito che i muscoli di questi 
atleti siano geneticamente più adatti a sforzi prolun- 
gati di quelli degli individui «normali». 


4. CONTROLLO 
DEL FLUSSO METABOLICO 


Come abbiamo visto nella paragrafo 15.6, gli 
organismi viventi sono sistemi aperti che tendono 
a mantenere uno stato stazionario piuttosto che rag- 
giungere l’equilibrio (che corrisponde alla morte per 
i sistemi viventi). Quindi il flusso (la velocità del flus- 
so) degli intermedi attraverso una via metabolica de- 


. ve essere costante; cioè le velocità di sintesi e di demo- 


lizione di ogni singolo intermedio mantengono questi 
composti a una concentrazione costante. Questo stato 
corrisponde a quello con la massima efficienza ter- 
modinamica (paragrafo 15.6B). 

Le concentrazioni degli intermedi e quindi i livelli 
del flusso metabolico a cui viene mantenuta una via 
metabolica variano con le necessità dell’organismo, 
mediante un sistema altamente sensibile a intricati 
controlli. Queste vie sono analoghe ai fiumi il cui corso 
è stato interrotto da una diga per generare elettrici- 
tà. Anche se l’acqua scorre continuamente dentro e 
fuori dal lago formato dalla diga, il livello dell’ acqua 
viene mantenuto praticamente costante. La velocità 
dell’acqua in uscita dalla diga è controllata e viene 
variata solo per adeguarsi alle richieste di energia 
elettrica. In questo paragrafo esamineremo i mecca- 
nismi con cui le vie metaboliche in generale, e la 
via glicolitica in particolare, vengono regolate sulle 
necessità di energia biologica dell’organismo. 


A. Generazione del flusso 


Poiché una via metabolica è costituita da una 
serie di reazioni catalizzate da enzimi risulta più fa- 
cile, per stabilire il flusso dei metaboliti attraverso 
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la via, prendere in considerazione separatamente ogni 
singola tappa. Il flusso dei metaboliti, J, a livello di 
ogni singola tappa è dato dalla velocità della reazio- 
ne verso destra (in avanti) v; sottratta del valore del- 
la velocità della reazione in senso inverso v, 

J= ve Vr [16.1] 
All’equilibrio non vi è, per definizione, nessun flus- 
so (7=0), anche se i valori di vy e di v, possono esse- 
re relativamente alti. All’altro estremo, nelle reazio- 
ni molto lontane dall’equilibrio v; sarà molto mag- 
giore di v, e quindi in questo caso il flusso diventa 
essenzialmente uguale alla velocità della reazione in 
avanti, J=vy Il flusso attraverso una via allo stato 
stazionario è costante ed è determinato (generato) dal- 
la tappa (o tappe) che controlla la velocità della via. 
Di conseguenza, per il controllo del flusso di una via 
è necessario che: (1) il flusso attraverso questa tappa 
che controlla la velocità (tappa che genera il flus- 
so) possa variare in risposta ai fabbisogni dell’orga- 
nismo e (2) la variazione nel flusso possa essere tra- 
smessa a tutta la via. Cominciamo la discussione con 
il secondo problema, la comunicazione delle varia- 
zioni di flusso dalle tappe che controllano la velocità 
di una via agli altri enzimi della stessa via. 


La velocità delle reazioni enzimatiche 
varia con il flusso 


Vediamo ora come viene mantenuto un flusso 
costante attraverso una via metabolica, analizzando 
la risposta di una reazione catalizzata da un enzima 
ad una variazione di flusso nella reazione che la pre- 
cede. Nella seguente via allo stato stazionario: 


J vr ho 
= B P 
tappa che controlla Vr 


la velocità 


il flusso, J, attraverso la reazione A == B, che deve 
essere identico al flusso attraverso una tappa che con- 
trolla la velocità, viene espresso dall’equazione [16.1]. 
Quindi, 

AJ= Av; [16.2] 
Dividendo l’equazione [16.2] per J, moltiplicando la 
parte destra dell’equazione per vgvy e sostituendo 
nell’equazione [16.1], otteniamo 


AJ_Avrve_hvr__vr__ 


[16.3] 
J ve vr vo 


che mette in relazione il rapporto A///, la variazione 
frazionale del flusso attraverso la tappa che controlla 
la velocità, e Avvy la variazione frazionale di vy, la 
velocità in avanti della reazione sucessiva della via 
metabolica. 

Nel paragrafo 13.24 abbiamo discusso la relazione 
tra concentrazione del substrato e velocita della rea- 
zione enzimatica, espressa dall’equazione di 
Michaelis-Menten: 


_ Vbax[A] 


> 13.24 
‘I7 ky +[A] iii 


Nella condizione fisiologica più comune e più sem- 
plice, [A] è « di Ky e quindi 


ve Vi dI CAI [16.4] 
M 
e 
Avp= VOM AIAI [16.5] 
-M 
Quindi, 
SLI 116.61 
bf [A] 


cioè la variazione frazionale della velocità della rea- 
zione corrisponde alla variazione frazionale della con- 
centrazione del substrato. Sostituendo l'equazione 
[16.6] nell’equazione [16.3], vediamo che 


AJ_AIA] vr 


[16.7] 
JA] pv 


Questa equazione mette in relazione la variazione fra- 


zionale del flusso attraverso la tappa che controlla 
la velocità della via metabolica con la variazione fra- 
zionale della concentrazione del substrato necessaria 
per comunicare la modificazione alle tappe sucessi- 
ve. L’entità vd(vy—v,) è una misura della sensibilità 
della variazione frazionale del flusso di una reazione 
alla variazione frazionale della concentrazione del suo 
substrato. Questa entità è anche una misura della re- 
versibilità della reazione o meglio di quanto la rea- 
zione è vicina all’equilibrio: 


1. In una reazione irreversibile, v. tende a zero e 
il rapporto vg(vy_v,) tende a uno. La reazione 
quindi risponde a incrementi frazionali del flusso 
con un uguale aumento frazionale della concen- 
trazione del suo substrato. 
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2. Se la reazione si avvicina all’equilibrio, v, diven- 
ta simile a vr e il rapporto vg(v;— vr) tende all’in- 
‘finito. La reazione risponde quindi all’incremen- 
to frazionale del flusso con un aumento fraziona- 
le più piccolo della variazione frazionale della con- 
centrazione del suo substrato. 


Di conseguenza, la capacità di una reazione di comu- 
nicare una variazione nel flusso aumenta man mano 
che la reazione tende a raggiungere l’equilibrio. Rea- 
zioni sequenziali tutte vicine all’equilibrio hanno 
quindi lo stesso flusso. 


La tappa che controlla la velocità 
nella regolazione del flusso della via metabolica 


[z04]Il flusso metabolico attraverso una via intera 
viene determinato dalla sua tappa (oppure tappe) che 
controllano il flusso che, per definizione, è molto 
più lenta di tutte le altre tappe. Il prodotto (o i pro- 
dotti) della tappa che controlla la velocità viene ri- 
mosso prima che possa equilibrarsi con il reagente; 
questa tappa opera quindi in condizioni lontane dal- 
l'equilibrio e ha una variazione di energia libera 
standard profondamente negativa. In maniera ana- 
loga il flusso di un fiume può essere controllato sol- 
tanto da una diga che crea una differenza nei livelli 
dell’acqua a monte e a valle della diga; anche in 
questa situazione si ha una grande variazione di 
energia libera che in questo caso si esprime in un 
getto d’acqua ad alta pressione. Come abbiamo vi- 
sto, la variazione frazionale nel flusso, A4//, di una 
reazione non all’equilibrio (v=>v,) non è molto sen- 
sibile alla variazione frazionale, AITAMTA], della con- 
centrazione del substrato; per esempio, la concen- 
trazione del suo substrato deve raddoppiare (in as- 
senza di altri effetti di controllo) per poter raddop- 
piare il flusso della reazione (equazione [16.7]. I flussi 
di alcune vie però possono variare di fattori molto 
più elevati di quelli che ci si dovrebbe aspettare dalla 
variazione della concentrazione del substrato. Per 
esempio, è noto che i flussi glicolitici possono varia- 
re di oltre 100 volte, mentre non sono mai state os- 
servate modificazioni di queste entità nella concen- 
trazione dei substrati. Quindi, mentre la variazione 
della concentrazione del substrato può comunicare 
una variazione del flusso da una tappa che control- 
la la velocità alle altre tappe (praticamente all’equi- 
librio; v-= vr) della via, devono però esistere altri 
meccanismi di regolazione per le tappe che control- 
lano la velocità. 

Il flusso attraverso una tappa che controlla la velo- 
cità può essere modificato in molti modi: 
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1. Controllo allosterico: molti enzimi sono regola- 
ti allostericamente (paragrafo 12.4) da effettori che 
molto spesso sono anche substrati, prodotti o coen- 
zimi della via, ma non necessariamente dell’enzi- 
ma in questione (regolazione a feed-back). Uno di 
questi enzimi è la PFK, un importante enzima per 
il controllo della glicolisi (paragrafo 16.4B). 

2. Modificazione covalente (interconversione 
enzimatica): molti enzimi che controllano i flus- 
si di vie metaboliche hanno siti specifici che pos- 
sono essere fosforilati e defosforilati enzimatica- 
mente oppure modificati covalentemente in qual- 
che altro modo. Questi processi di modificazione 
enzimatica, che sono spesso soggetti essi stessi a 
regolazione, alterano profondamente le attività de- 
gli enzimi modificati. Questo sistema di controllo 
del flusso metabolico è discusso nel paragrafo 17.3. 

3. Cicli di substrato: Se vr e v, rappresentano le 
velocità nei due sensi di una reazione non all’e- 
quilibrio, velocità che dipendono però dall’azione 
di due enzimi diversi, queste due entità possono 
variare indipendentemente l’una dall’altra. Il flus- 
so attraverso questo ciclo del substrato, come ve- 
dremo nel prossimo paragrafo, è molto più sensi- 
bile alle concentrazioni degli effettori allosterici 
di quanto non lo sia una singola reazione unidire- 
zionale non all’equilibrio. 

4. Controllo genetico: la concentrazione degli en- 
zimi, e quindi l’attività degli enzimi, può essere 
alterata in risposta a specifiche necessità metabo- 
liche. Il controllo genetico della concentrazione de- 
gli enzimi sarà esaminato nella Parte V del testo. 


I meccanismi 1 e 3 possono rispondere rapidamente 
(in pochi secondi o minuti) a stimoli esterni e vengo- 
no quindi classificati come meccanismi a «breve ter- 
mine». Il meccanismo 4 risponde molto più lentamen- 
te alle condizioni che stanno mutando (in ore o gior- 
ni negli organismi superiori) e quindi sono classifica- 
ti come meccanismi di controllo a «lungo termine». 


B. Controllo della glicolisi nel muscolo 


Per comprendere quali sono i meccanismi di 
controllo del flusso di una data via è necessario iden- 
tificare quali sono gli enzimi regolatori che control- 
lano le tappe che limitano la velocità e, inoltre, i 
modulatori di questi enzimi e il loro meccanismo 
di azione. Qualsiasi ipotesi formulata deve però es- 
sere verificata in vivo, cioè a cellula viva. Il normale 
procedimento per stabilire quali siano i meccanismi 
di controllo di una via può essere suddiviso in tre 
tappe: 
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41. Identificazione delle tappe che controllano la ve- 
locità della via. Un modo per fare ciò è quello di 
misurare in vivo i AG' di tutte le reazioni della 
via per stabilire quali funzionino all’equilibrio. 
Quelle che operano in condizioni lontane dall’e- 
quilibrio sono potenziali punti di controllo; gli en- 
zimi che catalizzano queste tappe possono essere 
regolati da uno dei meccanismi citati prima. Un 
altro modo per identificare le tappe che limitano 
la velocità di una via è quello di valutare l’effetto 
di inibitori noti su una specifica tappa e sul flusso 
attraverso la via nel suo complesso. Il rapporto 
tra le variazioni frazionali dell’attività dell’enzi- 
ma inibito e quella del flusso totale potrà variare 
da zero a uno. Più il valore sarà vicino all’unità 
e più elevato sarà il controllo esercitato da quel 
particolare enzima sul flusso totale della via. 

2. Identificazione in vitro (in sistemi acellulari) di mo- 
dulatori allosterici degli enzimi che catalizzano 
le reazioni che limitano la velocità. I meccanismi 
con cui questi composti agiscono possono essere 
identificati dai loro effetti sulla cinetica dell’enzi- 
ma. Da queste informazioni si può ricavare un 
modello dei meccanismi di controllo allosterico del- 
la via. 

3. Misure dei livelli in vivo dei regolatori in varie 
condizioni per stabilire se le variazioni di concen- 
trazione possono verificare il meccanismo di con- 
trollo proposto. 


Variazioni di energia libera nelle reazioni 
della glicolisi 


Esaminiamo ora la termodinamica della glicoli- 
si cercando di comprendere anche i suoi meccanismi 
di controllo. Dobbiamo farlo separatamente per ogni 
tessuto in quanto la glicolisi è soggetta a controlli di- 
versi a seconda del tipo di cellula e di tessuto. Per 
ora limitiamoci a definire il tessuto muscolare. Cer- 
chiamo per prima cosa di stabilire i possibili punti 
di controllo lungo la via, mediante l’identificazione 
delle reazioni non all’equilibrio. La Tabella 16.2 por- 
ta un elenco delle variazioni di energia libera stan- 
dard (AG®°‘) e della variazione di energia libera reale 
(AG) di ogni reazione della via. È importante com- 
prendere che le variazioni di energia libera associate 
alle reazioni in condizioni standard possono essere 
drammaticamente diverse da quelle che in effetti av- 
vengono in condizioni fisiologiche. Per esempio, il 
AG©' dell’aldolasi è +21,8 kJ- mol7!, mentre nelle 
condizioni fisiologiche del muscolo cardiaco il suo va- 
lore è vicino allo zero. Ciò ci dice che în vivo l’attivi- 
tà dell’aldolasi è sufficiente ad equilibrare i suoi sub- 


AG®' AG 
(K]- mol7!) (kJ- mol!) 


e e e e 
——crrrtrttEctci._(W€ee_«—_ 111eee]e e er; 


Reazione Enzima 


1 Esochinasi — 20,9 — 27,2 
2 PGI +2,2 -1,4 
3 PFK — 17,2 — 25,9 
4 Aldolasi +22,8 —-5,9 
5 TIM +7,9 +44 
6+7 GAPDH + PGK —16,7 —-1,1 
8 PGM +4,7 —0,6 
9 Enolasi —-3,2 -24 
10 PK — 23,0 — 13,9 


Calcolate dai dati di NewHowe, E.A. e Start, C., Regulation in Metabolism, 
p. 97, Wiley, 1973. 


strati ed i suoi prodotti. Lo stesso accade per la serie 
di reazioni catalizzate dalla GAPDH e dalla PGK. 

Nel muscolo cardiaco, in condizioni fisiologiche, sol- 
tanto tre reazioni, quelle catalizzate dall’esochinasi, 
dalla fosfofrutto chinasi e dalla piruvato chinasi, fun- 
zionano con una variazione di energia libera profon- 
damente negativa. Queste reazioni non all’equilibrio 
della glicolisi sono possibili punti di controllo del flus- 
so. Le altre reazioni glicolitiche operano in condizio- 
ni vicine all’equilibrio: le loro velocità in un senso 
e nell’altro sono molto maggiori del flusso reale lun- 
go la via. Queste reazioni all’equilibrio sono molto 
sensibili a variazioni nella concentrazione degli in- 
termedi e comunicano rapidamente i cambi di flusso 
generati dalle tappe che controllano la velocità al re- 
sto della via. 


La fosfofrutto chinasi è il principale enzima 
che controlla il flusso della glicolisi nel muscolo 


Studi cinetici in vitro sulla esochinasi, sulla fo- 
sfofrutto chinasi e sulla piruvato chinasi hanno sta- 
bilito che ognuno di questi enzimi è controllato da 
una varietà di composti, alcuni dei quali sono ripor- 
tati nella Tabella 16.3. Quando la fonte del GGP per 
la glicolisi è il glicogeno, invece del glucosio, come 
avviene spesso nel muscolo (paragrafo 17.1), la rea- 
zione dell’esochinasi non è necessaria. La PFK, un 
enzima regolato in modo elaborato che funziona lon- 
tano dall’equilibrio, è evidentemente il principale pun- 


to di controllo della glicolisi nel muscolo nella mag 


gioranza delle condizioni. 
La PFK (Fig. 16.27) è un enzima tetramerico con 
due stati conformazionali, R e T, che sono tra loro 


Era ibis 


Attivatori* 


Enzima Inibitori 
Esochinasi G6P 
PFK ATP, citrato ADP, AMP, cAMP, FBP, 


F2,6BP, F6P, NH}, P; 
PK (muscolo)  ATP 


* Gli attivatori della PFK sono in effetti dei deinibitori in quanto rimuovono 
l'effetto inibitorio esercitato delle elevate concentrazioni di ATP. 


Figura 16.27 Rappresentazione ottenuta al computer della molec 
della PFK da Bacillus stearothermophilus. Sono iocale due o: 
tà della molecola tetramerica (correlate da un doppio asse di simme- 
tria perpendicolare alla pagina e passante nel centro della figura). 
La proteina ha legato a sé il substrato F6P (circa nel centro della 
subunità di destra) e l'ATP (in basso a destra; la sfera verde rappresen- 
ta il Mg ), insieme con l‘attivatore (in alto a destra). (Per gentile 
concessione di Arthur Lesk, Cambridge University e MEBL. La struttu- 
ra ai raggi X è stata determinata da Phillip Evans.) 


in equilibrio. L’ATP è sia un substrato che un inibi- 
tore allosterico della PFK. Ogni subunità ha due siti 
di legame per l’ATP: uno è il sito per il substrato 
e l’altro è il sito inibitorio. Il sito per il substrato lega 
LATP ugualmente bene in entrambe le conforma- 
Zoni, ma il sito inibitorio lega quasi esclusivamente 
’ATP quando l’enzima è nella conformazione T. L’al- 
tro substrato della PFK, il F6P, si lega preferenzial- 
mente allo stato R. Di conseguenza, ad elevate con- 
centrazioni, l’ATP si comporta come un inibitore al- 
losterico eterotropico della PFK legandosi allo stato 
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T e quindi spostando l’equilibrio T== R verso la for- 
ma T che ha una minor affinità per il F6P (questo 
processo è simile all’azione del 2,3-BPG nel diminui- 
re l’affinità dell'emoglobina per l’ossigeno; paragra- 
fo 9.2F). In termini grafici, in presenza di elevate 
concentrazioni di ATP, la curva iperbolica (non coo- 
perativa) dell’attività della PFK in funzione della con- 
centrazione di F6P viene convertita in una curva sig- 
moide (cooperativa) caratteristica degli enzimi allo- 
sterici (Fig. 16.28; i processi cooperativi e non coope- 
rativi sono stati trattati nel paragrafo 9.1B). Per esem- 
pio, quando [F6P]=0,5mm (la linea verticale tratteg- 
giata nella Fig. 16.28) l'enzima è massimamente atti- 
vo; ma in presenza di ATP alla concentrazione di. 
imm l’attività diventa il 15% di quella misurata in 
assenza di ATP (una diminuzione di circa sette vol- 
te). (In realtà, il più potente effettore allosterico della 
PFK è il fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6P). La fun- 
zione del F2,6P nel controllo dell’attività della PFK 
verrà analizzato quando studieremo il meccanismo 


.- con cui il fegato mantiene costante i livelli di gluco- 


sio nel sangue, paragrafo 17.3F.) 

La regolazione allosterica diretta della PFK ad ope- 
ra dell'ATP può apparire ad uno sguardo superficia- 
le il sistema di controllo del flusso glicolitico. Dopo 
tutto, quando la concentrazione di ATP è alta, per 
effetto di una diminuita domanda metabolica, la PFK 
viene inibita e il flusso lungo la via si abbassa; quan- 
do [ATP] è bassa, il flusso attraverso la via è elevato 
per ripristinare l’ATP consumato. Alcune considera- 
zioni sulle variazioni delle concentrazioni di ATP han- 
no però stabilito che la situazione è molto più com- 
plessa. Il flusso metabolico lungo la glicolisi può va- 
riare anche più di cento volte a seconda della do- 


Nessun. inibitore (bassa [ATP]) 
1 my ATP 
+ 0,1 my AMP 


Attività della fosfofruttochinasi 


(o) 1,0 2,0 3,0 
[fruttosio-6-fosfato] mM 


Figura 16.28 Relazione tra attività della PFK e concentrazione del 
F6P in diverse condizioni: curva verde scuro, nessun inibitore (bassa 
[ATP] non inibitoria); curva giallo-verde, in presenza di ATP 1mM; 
curva rossa, in presenza di ATP 1mM e di AMP 0,1mm. (Da dati di 


A T.E. e AHLFORS, C.E., f. Biol. Chem., 243, pp. 2532-2533, 


i Aa 
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manda metabolica di ATP. Le determinazioni della 
concentrazione di ATP in vivo a vari livelli di attivi- 
tà metabolica hanno dimostrato che [ATP] non si mo- 
difica più del 10% passando da una condizione di 
riposo ad una di sforzo violento. Non si conoscono 
meccanismi allosterici capaci di produrre una varia- 
zione di 100 volte nel flusso di una reazione non all’e- 
quilibrio con una variazione soltanto del 10% nella 
concentrazione di un effettore. Qualche altro mecca- 
nismo (oppure meccanismi) sono quindi responsabili 
della regolazione del flusso glicolitico. 


L’AMP rimuove l’inibizione da ATP sulla PFK 


L’inibizione della PFK ad opera dell’ATP viene 
rimossa dall’AMP. Ciò dipende dal legame preferen- 
ziale dell’AMP allo stato R della PFK. Se ad una solu- 
zione di PFK contenente ATP alla concentrazione di 
1mM e F6P alla concentrazione di 0,5mM viene ag- 
giunto una quantità di AMP pari a 0,1mm, l’attività 
della PFK risale dal 15% al 50% della massima poten- 
zialità, con un aumento di circa tre volte (Fig. 16.28). 

La concentrazione di ATP diminuisce soltanto del 
10% passando da uno stato di riposo ad un’attività 
fisica vigorosa in quanto i livelli di ATP vengono 
«tamponati» dall’azione di due enzimi: la creatina chi- 
nasi (paragrafo 15.4C) e, particolarmente importante 
per questi aspetti, l’adenilato chinasi (nota anche 
come miochinasi). L’adenilato chinasi catalizza la rea- 
zione 


£ [ATPIAMP] È 


2ADP == ATP + AMP 
[ADPP 


0,44 


che equilibra rapidamente l’ADP, che si forma dal- 
l’idrolisi dell'ATP durante la contrazione del musco- 
lo, con VATP e AMP. 

Nel muscolo, la concentrazione di ATP è circa 50 
volte superiore a quella dell’AMP e circa 10 volte quel- 
la dell’ADP; quindi, per effetto della reazione dell’a- 
denilato chinasi, un decremento del 10% nella concen- 
trazione di ATP causerà un aumento di più di quat- 
tro volte nella concentrazione di AMP (vedi Problema 
11). Di conseguenza, un segnale metabolico costitui- 
to da una diminuzione della [ATP] troppo piccola per 
avere un effetto sull’inibizione della PFK viene am- 
plificato in modo significativo dalla reazione dell’a- 
denilato chinasi, che determina un aumento della 
[AMP] di un fattore sufficiente a produrre un gran- 
de effetto positivo sull’attività della PFK. 
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Meccanismo allosterico della PFK 


Il confronto della struttura della fosfofrutto chi- 
nasi (PFK) nello stato attivo R e nello stato inattivo 
T ha rivelato le basi strutturali del suo comporta- 
mento allosterico di enzima che controlla il flusso 
della glicolisi. La PFK è un omotetramero con le sue 


subunità di forma allungata disposte agli angoli di 


un tetraedro quadrato: esse quindi sono mutualmen- 
te perpendicolari e correlate da un doppio asse di 
simmetria (simmetria Ag; vedi Fig. 16.27). La transi- 
zione R —> T mantiene questa simmetria mediante 
una rotazione rigida dell’unità dimerica mostrata nel- 
la Fig. 16.27 di circa 7° relativamente all’altro dime- 
ro (non mostrato nella Fig. 16.27), intorno al doppio 
asse di simmetria dei due dimeri. Questa variaziorie 
della struttura quaternaria è una conseguenza di una 
maggiore area di contatto tra le subunità che forma- 
no un dimero relativamente a quelle tra i dimeri. 
Le strutture T ed R sono stabilizzate da gruppi di- 


versi di legami idrogeno tra i gruppi polari di dime- ‘’ 


ri vicini. Gli stati intermedi mancano di queste inte- 
razioni e quindi risultano instabili; la transizione 
T —> R deve quindi essere concertata. Nell’emoglo- 
bina e nell’aspartato transcarbamilasi, le transizioni 
TR sono concertate per le stesse ragioni. 

Lo stato R della PFK viene stabilizzato omotropica- 
mente dal legame del suo substrato fruttosio-6-fosfato 
(F6P). Nello stato R, la catena laterale dell’Arg 162 
e dell’Arg 243 formano ponti salini con il gruppo 
fosforico di una molecola di F6P legata al sito attivo 
dell’altro dimero. L’Arg 162, però, è localizzata alla 
fine di un giro elicoidale che si srotola dopo la tran- 
szione allo stato T. La catena laterale dell’Arg 162 
si sposta e viene sostituita dalla catena laterale del 
Glu 161 che forma un ponte salino con l’Arg 243. 
Come conseguenza, le cariche positive dei residui ar- 
gininici 162 e 243 non sono più disponibili per il le- 
game della doppia carica negativa del substrato; que- 
sto fatto ci spiega la diminuita affinità dell'enzima 
nello stato T per il suo substrato. Queste modifica- 
zioni della struttura terziaria, che sono obbligatorie 
per la transizione R —> T, sono impedite dal lega- 
me dell’attivatore ADP al suo sito allosterico sulla PFK. 
Evidentemente, nella PFK, gli effettori omotropici cau- 
sano la stessa variazione della conformazione dell’en- 
zima. 


Il ciclo del substrato aumenta la sensibilità 
del flusso 


Anche se esiste un meccanismo capace di am- 
plificare gli effetti di una piccola variazione della con- 


Fame) 
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centrazione di ATP, producendo invece una ampia 


‘ modificazione in quella dell’AMP, un incremento di 


quattro volte nella [AMP] può generare allosterica- 
mente un aumento di circa 10 volte nell’attività della 
PFK, un aumento che è insufficiente a spiegare quel- 
lo realmente osservabile nel flusso della glicolisi (ol- 
tre cento volte). Piccole variazioni nella concentra- 
zione di un effettore (e quindi della v)) possono de- 
terminare grandi alterazioni del flusso attraverso una 
reazione (vr— vr), soltanto se questa reazione sta fun- 
zionando vicino all’equilibrio. La ragione di questa 
elevata sensibilità sta nel fatto che per questa reazio- 
ne il termine vg(v;— vr) nell’equazione [16.7] è mol- 
to grande e quindi la reazione inversa contribuisce 
significativamente alla determinazione del valore net- 
to del flusso. Questo però non è il caso della reazione 
della PFK. 

Queste condizioni simili all’equilibrio possono esse- 
re create anche per una reazione non all’equilibrio 
se questa viene accoppiata ad un’altra reazione cata- 
lizzata da un enzima che rigenera il substrato della 
prima reazione partendo dal suo prodotto, in una con- 
dizione termodinamicamente favorevole. Quindi v, 
diventa significativa rispetto a vy (anche se un au- 
mento della v, forza la reazione in avanti ad allon- 
tanarsi dall’equilibrio, ancora più di quanto già sia). 
Questa situazione richiede che il processo in avanti 
(la formazione di FBP da F6P) ed il processo inverso 
(la defosforilazione del FBP a F6P) siano dovuti a due 
reazioni diverse, in modo da non violare le leggi del- 
la termodinamica. Nei paragrafi seguenti discutere- 
mo la natura di questi cicli di substrato. 

In condizioni fisiologiche la reazione catalizzata dal- 
la PFK: i 


fruttosio-6-fosfato + ATP —> 
-——> fruttosio-1,6-bisfosfato + ADP 


è altamente esoergonica (AG= — 25,9 kJ- mol-!, Ta- 
bella 16.2). Di conseguenza, la reazione inversa ha 
una velocità trascurabile rispetto a quella in avanti 
(sintesi). La ‘fruttosio-1,6-bisfosfato fosfatasi 
(FBPasi), enzima presente in molti tessuti animali, 
catalizza l’idrolisi esoergonica del FBP (AG= —8,6 
kJ- mol-1): 


fruttosio-1,6-bisfosfato +H30 —> 
-——> fruttosio-6-fosfato + P; 


Notate che combinando le reazioni catalizzate dalla 
PFK e dalla FBPasi otteniamo l’idrolisi netta di ATP: 


ATP+H,0 —> ADP +P; 
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Questo gruppo di reazioni con andamento opposto 
viene detto ciclo del substrato in quanto il substrato 
diventa ciclicamente prima un intermedio per poi 
essere riformato nella seconda tappa. Quando questo 
ciclo fu scoperto, venne chiamato cielo futile poiché 
il suo risultato netto sembrava essere il consumo di 
ATP. Infatti, quando si trovò che attivatori della PFK 
come l’AMP erano al tempo stesso inibitori della FBP- 
asi, e viceversa, si pensò che in una data cellula e 
in specifiche condizioni potesse funzionare soltanto 
uno di questi enzimi alla volta. Fu successivamente 
dimostrato che entrambi gli enzimi possono operare 
simultaneamente a una velocità significativa. 


Struttura e meccanismo allosterico 
della fruttosio-1,6-bisfosfatasi 


È ora nota la struttura ai raggi X della frutto- 
sio-1,6-bisfosfatasi (FBPasi) da sola o complessata con 
il suo inibitore allosterico AMP, oppure con sia il suo 
prodotto fruttosio-6-fosfato (F6P) che l’AMP oppure 
ancora con l’inibitore fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6P; 
i suoi effetti regolatori sulla FBPasi e sulla FBPasi so- 
no discussi nel paragrafo 17.4B). La FBPasi, che es- 
senzialmente catalizza la reazione inversa della PFK, 
è un omotetramero con una simmetria D;, come nel 
caso della PFK. L’AMP inibisce la FBPasi riducendo 
allostericamente la sua efficienza catalitica, piuttosto 
che l’affinità per il suo substrato, come è dimostrato 
dal fatto che gli stati T ed R di questo enzima legano 
il substrato con uguale affinità. Nella PFK, invece, 
l’AMP attiva allostericamente l’enzima, aumentando 
la sua affinità per il substrato F6P. L’F2,6P, al contra- 
rio dell’AMP, si lega al sito attivo della FBPasi con 
una cooperatività negativa (un effetto che il modello 
simmetrico dell’allosterismo non può spiegare; para- 
grafo 9.4) e quindi entrambi gli effettori competono 
con il substrato riducendo la sua efficienza catalitica. 
Gli effetti dell’ AMP e del F2,6P sulla FBPasi sono quin- 
di sinergistici. 


Il ciclo del substrato può determinare 
variazioni nel flusso glicolitico 


Eric Newsholme ha proposto che i cicli dei sub- 
strati non siano per niente «futili», ma anzi che ab- 
biano funzioni regolatrici. Le attività in vivo degli 
enzimi e le concentrazioni reali dei metaboliti sono 
estremamente difficili da misurare e solo di rado que- 
ste informazioni presentano un certo grado di atten- 
dibilità. Ad ogni modo, possiamo ragionevolmente 
assumere che un aumento di quattro volte della 
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[AMPI], che deriva all’azione dell’adenilato chinasi, 
causa un incremento dell’attività della PFK dal 10 al 
90% della sua potenzialità massima e una diminuzio- 
ne dal 90 al 10% della massima potenzialità della FBP- 
asi. L'attività massima PFK del muscolo, misurata in 
prove in vitro, è dieci volte maggiore di quella della 
FBPasi dello stesso tessuto. Quindi, se assegnamo al- 
l’attività della PFK un valore arbitrario di 100 unità, 
quello della FBPasi sarà 10 unità. Il flusso attraverso 
la reazione della PFK in condizioni di concentrazioni 
di AMP basse è 


Jhasso= ve(basso)-v,(alto) =10-9=1 


dove v- dipende dalla PFK e v, dipende dalla FBPasi. 
f surze 
Il flusso in condizioni di alte concentrazioni di 
AMP è 
Jatto=v(alto)-v,(basso)=90-1=89 


Il ciclo del substrato può quindi amplificare l’effetto 
della variazione della concentrazione dell’AMP sulla 
velocità di fosforilazione del F6P. Senza ciclo del sub- 
strato, un aumento di quattro volte della concentra- 
zione di AMP determina un incremento di nove vol- 
te nel flusso netto, mentre con il ciclo lo stesso 
aumento della concentrazione di AMP causa 
Tatto Jvasso= 89/1, quindi un incremento di 90 volte 
nel flusso netto. Sulla base dell’assunzione fatta pri- 
ma, una variazione del 10% nella [ATP] può stimola- 
re una modificazione di 90 volte nel flusso attraverso 
la via glicolitica, mediante l’azione combinata della 
reazione dell’adenilato chinasi e del ciclo del substrato. 


L’impatto fisiologico del ciclo del substrato 


Il ciclo del substrato, se ha funzioni regolatrici, 
non aumenta il flusso massimo attraverso una via; 
al contrario, può agire per diminuire il suo flusso 
minimo. In un certo senso è come se il substrato fos- 
se stato inserito in un «quadro di controllo». Nel caso 
descritto prima, il ciclo del substrato rappresenta il 
prezzo energetico che il muscolo deve pagare per po- 
ter passare rapidamente da uno stato di riposo, in 
cui il ciclo del substrato è massimo, ad uno con una 
attività di contrazione sostenuta. La velocità del ci- 
clo del substrato può essere sotto controllo ormonale 
o nervoso in modo da aumentare la sensibilità del 
sistema metabolico in condizioni che possano antici- 
pare un’elevata attività muscolare (come il combatti- 
mento o il volo) (incontreremo il ruolo degli ormoni 
nella regolazione del metabolismo nei paragrafi 17.3E 
e 17.3F). 


In alcuni tessuti, i cicli del substrato funzionano 
per generare calore. Per esempio, molti insetti han- 
no bisogno che la loro temperatura toracica sia intor- 
no ai 30 °C per poter volare. I calabroni sono però 
in grado di volare anche se la temperatura esterna 
è meno di 10 °C. L’attività massima della FBPasi nel 
muscolo alare del calabrone è praticamente uguale 
a quella della PFK (un valore che è dieci volte più 
elevato di quello del muscolo di mammifero, l’esem- 
pio che abbiamo analizzato prima); inoltre, al con- 
trario delle altre FBPasi di muscolo conosciute, que- 
sto enzima non viene inibito dall’ AMP. Ciò permette 
alla FBPasi e alla PFK di calabrone di esprimere con- 
temporaneamente elevate attività in modo da gene- 
rare calore. Sono però necessari anche altri meccani- 
smi per la produzione del calore, in quanto quello 
prodotto dal ciclo del substrato nel muscolo del volo 
del calabrone corrisponde solo al 10-15% del calore 
necessario. Ad ogni modo, il ciclo creato dalla FBPasi 
è sicuramente importante e determinante in quanto 
le api, che al contrario dei calabroni, non hanno FBP- 
asi nel loro muscolo alare, non possono volare quan- 
do la temperatura è bassa. 

Per quegli individui affetti dalla forma patologica 
nota come ipertermia maligna, la somministrazio- 
ne di gas anestetici alogenati determina un rapido 
aumento della temperatura corporea che può diven- 
tare letale senza un opportuno trattamento. In un 
ceppo di maiali questa condizione viene causata da 
un ciclo del substrato generato dalla FBPasi non più 
controllato. Il meccanismo con cui l’anestetico deter- 
mina la perdita del controllo è ancora sconosciuto, 
anche se si pensa che sia a livello del sistema di rego- 
lazione ormonale. 


Un canale difettoso per il Ca?* 
è probabilmente la causa dell’ipertermia 
maligna 


Negli individui con una predisposizione all'i- 
pertemia maligna (MH), gli anestetici gassosi più co- 
munemente usati ed i rilassanti muscolari determi- 
nano una contrazione dei muscoli che porta a un in- 
credibile aumento della velocità del metabolismo 
energetico e della temperatura corporea con effetti 
anche letali (se non trattati opportunamente). Non 
esistono a tutt’oggi test non invasivi per l’identifica- 
zione di questa condizione autosomiale dominante. 
Poiché il Ca?+ innesca la contrazione muscolare (pa- 
ragrafo 34.3C) ed è anche un regolatore molto im- 
portante del metabolismo energetico (Fig. 20.32), sì 
è sospettato che gli individui colpiti dalla MH potes- 
sero avere un canale di rilascio del Ca°* difettoso 
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pel loro reticolo sarcoplasmatico (la membrana che 
incapsula le fibrille muscolari; paragrafo 34.3C). Il 
gene normale che codifica per il recettore della ria- 
nodina (la rianodina è un alcaloide neutro delle pian- 
te che si lega in modo specifico al Ca°* quando si 
apre) è stato clonato recentemente e si è dimostrato 
che esso mappa geneticamente ad un sito cromoso- 
mico che è indistinguibile dal locus della suscettibili- 
tà alla MH sia nell’uomo che nei maiali. Sembra quindi 
probabile che la MH sia causata da un recettore per 
la rianodina anormale. Se questo è vero, diventa pos- 
sibile mettere a punto un test non invasivo per l’i- 
dentificazione di questo gene mutante che causa la 
MH (i metodi per la determinazione di sequenze spe- 
cifiche del DNA sono riportati nel paragrafo 28.8). 


5. METABOLISMO DEGLI ESOSI 
DIVERSI DAL GLUCOSIO 


Mentre il glucosio è il principale prodotto di 
degradazione dell’amido e del glicogeno (paragrafi 
10.2B e 10.2C), gli altri zuccheri possono essere otte- 
nuti: il fruttosio dalla frutta e dall’idrolisi del sacca- 
rosio (lo zucchero da tavola), il galattosio dall’idroli- 
si del lattosio ed il mannosio dalla digestione dei 
polisaccaridi e delle glicoproteine. Dopo essere stati 
liberati, i monosaccaridi entrano nel flusso sangui- 
gno che li trasporta ai vari tessuti. Il metabolismo 
del fruttosio, del galattosio e del mannosio avviene 
mediante la loro conversione in intermedi della via 
glicolitica che entrano poi in questa via metabolica 
per essere degradati come il glucosio. 


A. Fruttosio 


Il fruttosio è una delle principali fonti di ener- 
gia nelle diete che contengono grandi quantità di sac- 
carosio (un disaccaride composto da fruttosio e glu- 
cosio). Vi sono due vie per il metabolismo del frutto- 
sio; una è specifica del muscolo, l’altra è del fegato. 
Le vie dipendono dal fatto che in questi tessuti sono 
presenti enzimi diversi. 

Il metabolismo del fruttosio nel muscolo differisce 
di poco da quello del glucosio. L’esochinasi (paragra- 
fo 16.2A), che converte il glucosio in G6P una volta 
entrato nella cellula muscolare, fosforila anche il frut- 
tosio, formando F6P (Fig. 16.29, a sinistra). Per en- 
trare nella via glicolitica, è necessaria al fruttosio una 
sola reazione (vedi formula a destra, in alto): 


CH,0 Po?m 
CHJOH CH,0H 23 CH,0H 
o Esochinasi o 
H HO AT H HO 
H OH ATP  ADP H OH 
oH H oH H 
a-D-fruttosio Fruttosio-6- 


fosfato (F6P) 


Il fegato contiene piccole quantità di esochinasi ed 
è invece ricco in glucochinasi, che fosforila soltanto 
il glucosio (paragrafo 16.2A). Il metabolismo del frut- 
tosio nel fegato è quindi diverso da quello del mu- 
scolo. Infatti, il fegato converte il fruttosio in un in- 
termedio della via glicolitica mediante un processo 
a cui partecipano sei enzimi (Fig. 16.29 a destra): 


1. La fruttochinasi catalizza la fosforilazione del 
frutttosio ad opera dell’ATP a livello dell’ato- 
mo C(1) formando fruttosio-1-fosfato. Né l’e- 
sochinasi, né la fosfofruttochinasi possono fo- 
sforilare il fruttosio-1-fosfato a livello della po- 
sizione C(6) per formare l’intermedio glicolitico 
fruttosio-1,6-bisfosfato. 

2.  L’aldolasi della classe I (paragrafo 16.2D) ha di- 
verse forme isoenzimatiche. Il muscolo contie- 
ne il tipo A, che è specifico per il frutto- 
sio-1,6-bisfosfato. Il fegato invece contiene l’al- 
dolasi tipo B che può utilizzare come substrato 
anche il fruttosio-1-fosfato (l’aldolasi tipo B vie- 
ne anche chiamata fruttosio-1-fosfato aldo- 
lasi). Nel fegato il fruttosio-1-fosfato può subi- 
re la scissione aldolica (paragrafo 16.2D). 


fruttosio-1-fosfato == 
== diidrossiacetone fosfato + gliceraldeide 


La gliceraldeide formata viene convertita in 
gliceraldeide-3-fosfato mediante la reazione 3 
oppure a diidrossiacetone fosfato attraverso le 
reazioni 4, 5 e 6 (Fig. 16.29). 

3. La fosforilazione diretta della gliceraldeide da 
ATP mediante l’azione della gliceraldeide chi- 
nasi produce l’intermedio glicolitico gliceral- 
deide-3-fosfato. 

4-6. Alternativamente, la gliceraldeide viene con- 
vertita nell’intermedio glicolitico diidrossiace- 
tone fosfato attraverso la sua riduzione a glice- 
rolo ad opera del NADH, reazione catalizzata 
dall’alcol deidrogenasi (reazione 4), la fosfori- 
lazione a glicerolo-3-fosfato ad opera dell'ATP 
e della glicerolo chinasi (reazione 5) e la rios- 
sidazione a diidrossiacetone fosfato a cui par- 
tecipa il NAD+ e la glicerolo-3-fosfato deidro- 
genasi (reazione 6). 
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HOCH, CH,OH Figura 16.29 Il metabolismo del fruttosio. Nel muscolo (a sinistra), per la conversione del frutto- 
o sio nell’intermedio della glicolisi F6P è necessario un solo enzima, l’esochinasi. Nel fegato, 
sono sei gli enzimi che partecipano alla conversione del fruttosio in intermedi glicolitici: (1) 
H HO la fruttochinasi, (2) la fruttosio-1-fosfato aldolasi, (3) la gliceraldeide chinasi, (4) l'alcol deidroge- 
H OH nasi, (5) la glicerolo chinasi e (6) la glicerolo fosfato deidrogenasi. 
HO H 
Fruttosio 
anni i. Sdi i i gl si ; o) SL Si i : ci È “i 
i ATP IE CH20E0g ; ce one 
ADP Esochinasi Serie CHL OPOR HO—C—H sE 
—*03POCHy CH,0H si OH. ii lar H-0_-0H- 
2 e: + CH30H 
B H HO 108 i; Fruttosio-1- . Fruttosio-1-fosfato: © 
© fosfato: | (catena aperta) 
Fruttosio-6- ‘1 Fruttosio-1-fosfato . 
fosfato 001 aldolasi PERE n i ea 
VEL NADH NaD' — CH30H 
Go : EI CAS 10 Hr:C-308 IR 
È i Pi TOS To Alcol i CH0R i 
no H-c=o. ; 1. i CHo90H. -Getiroennai 1” Glicerolo = - 
{ri B0-_0n È 


a Cir, 0PO? DI 
‘ Gliceraldeide-3-'. 
fosfato. 


Questa serie di reazioni ci conferma che il fegato ha 
un vastissimo repertorio di enzimi, proprio perché 
questo organo è coinvolto nella demolizione di una 
grande varietà di sostanze nutrienti. Perché questi 
processi siano efficienti è necessario che queste so- 
stanze siano trasformate in intermedi glicolitici ed 
il fegato ha gli enzimi per fare questo lavoro. 


Il fegato viene depletato di fosfato 
da quantità eccessive di fruttosio 


Fino a poco tempo fa, si pensava che il frutto- 
sio presentasse dei vantaggi sul glucosio nell’alimen- 
tazione intravenosa. Il fegato invece va incontro a 


Ri: Gliceraldeide Sui Ri Vici 


3 ;. CH,0H 1. Glicerolo fosfato E | 
si et deidrogenasi -..:: 
: î c=0 o sa 
pa ia fee, 
CH30P03"‘ NADH \NAD 
«' Diidrossi- SIRAOTO di 
‘ acetone... 3 
fosfato: 


problemi metabolici quando la concentrazione di frut- 
tosio nel sangue diventa troppo elevata (più elevata 
di quella che si può raggiungere mangiando sempli- 
cemente cibi ricchi in fruttosio). Quando la concen- 
trazione di questo zucchero è alta, la velocità di pro- 
duzione del fruttosio-1-fosfato può essere superiore 
alla velocità dell’aldolasi tipo B nel scinderlo. L’ali- 
mentazione intravenosa con grandi quantità di frut- 
tosio può quindi determinare un accumulo di quan- 
tità di fruttosio-1-fosfato sufficienti a depletare il fe- 
gato delle sue riserve di P;. In queste condizioni, la 
[ATP] diminuisce attivando la glicolisi e la produzio- 
ne di lattato e la concentrazione di lattato nel sangue 
può raggiungere livelli rischiosi per la vita. 
L’intolleranza al fruttosio, una malattia geneti- 
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ca in cui l’ingestione di fruttosio causa lo stesso accu- 
mulo di fruttosio-1-fosfato dell’alimentazione intra- 
venosa, deriva da una deficienza di aldolasi tipo B. 
Questa patologia sembra essere autolimitante: gli in- 
dividui con l’intolleranza al fruttosio sviluppano ra- 
pidamente una forte avversione per tutti i cibi dolci. 


B. Galattosio 

Il galattosio rappresenta la metà dello zucche- 
ro contenuto nel latte ed è quindi uno dei principali 
nutrienti che costituiscono la nostra dieta. Il galatto- 


sio e il glucosio sono epimeri e differiscono soltanto 
nella configurazione intorno all’atomo C(4). 


CH,0H 
H O, H 
H 
oH H 
HO OH 
° H OH. 


a-D-glucosio 


CH,0H 
HO O, H 
H 
OH H 
H OH 
H OH 


a-D-galattosio 


(G6P) fosfato (G1P) 


Î 


Gli enzimi della glicolisi sono specifici e non ricono- 
scono la configurazione del galattosio. È necessaria 
una reazione di epimerizzazione per far entrare il 
galattosio nella via glicolitica. Questa reazione avvie- 
ne dopo la conversione del galattosio nel suo deriva- 
to legato all’uridina difosfato. La funzione del com- 
plesso UDP-zucchero è discussa nei paragrafi 17.2 e 
21.3. L’intera via che converte il galattosio in un in- 
termedio della glicolisi comprende 5 reazioni (Fig. 
16.30): 


1. Il galattosio viene fosforilato a livello dell’atomo 
C(1) dalla galattochinasi. 

2. La galattosio-1-fosfato uridil transferasi tra- 
sferisce il gruppo uridile dall’UDP-glucosio al 
galattosio-1-fosfato formando UDP-galattosio me- 
diante la scissione reversibile del legame pirofo- 
sforico dell’UDP-glucosio. 

3. L’UDP-galattosio-4-epimerasi converte l’UDP- 
galattosio in UDP-glucosio. Questo enzima ha le- 
gato un NAD*, e quindi la reazione procede pri- 
ma con un’ossidazione seguita da un riduzione 
dell’esosio a livello dell’atomo C(4) (vedi formule 
alla pagina seguente): 


: CH,0H 
H O, H 
H 
A OH H Il Il 
O-P_0—-P—-0—Uridina 
H OH OÙ . 0° 
UDP-glucosio 
Glucosio-1- 
CH,0H ATP.ADP CH,0H fosfato CH,0H 
HO O, H 1 HO O, H O, H 
H \ / H : H lo) lo) 
oH H chinasi OH H _  Galattosio-1- OH H Il IL o, 
H OH: n cp OPOS isti" H O—P_0—P—0—Uridina 
H OH H OH 2 : H OH mE F 
‘erasl . 
Galattosio Galattosio-1-fosfato ce UDP-galattosio 
3 i UDP-galattosio- 
NAD | 4-epimerasi 
CH,OPO$7 CH,0H UTP PP; CH,0H 
H 0, H 5 H O, H i H 0, H 
i H i H si H o o 
OH KH = 7 oH H _ UDP-glucosio OH H RE 
HO OH Pa HO OPO$ Li o—P—0—P_0—Uridina 
uco- | 
H OH mutasi H OH H OH 0° (07 
Giucosio-6-fosfato Glucosio-1- UDP-glucosio 


Figura 16.30 Il metabolismo del galattosio. Cinque enzimi partecipano alla conversione del galattosio nell’inter- 
medio della glicolisi G6P: (7) la galattochinasi, (2) la galattosio-1-fosfato uridil transferasi, (3) l'UDP- 
galattosio-4-epimerasi, (4) l’UDP-giucosio pirofosforilasi e (5) la fosfogiucomutasi. 
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CH, OH CH,0H 
HO O, H H O, H 
H H 
oH H oH H 
H O— UDP HO O—UDP 
H OH H OH 
UDP-galattosio UDP-glucosio 
NAD' NAD' 
NADH CH,0H NADH 
O, H 
H 
OX 0H 
O—UDP 
H OH 


4. L’UDP-glucosio viene convertito in G1P ad opera 
della UDP-glucosio pirofosforilasi (paragrafo 
17.2A). 

5. Il G1P viene convertito nell’intermedio glicolitico 

x GGP dalla fosfoglucomutasi (paragrafo 17.1B). 


Galattosemia 


La galattosemia è una malattia genetica carat- 
terizzata dall’incapacità di convertire il galattosio in 
glucosio. I suoi sintomi sono una crescita lenta nei 
bambini, un ritardo mentale e, in alcuni casi, la mor- 
te per danni epatici. Nella maggioranza dei casi la 
galattosemia è dovuta alla mancanza dell’enzima che 
catalizza la reazione 2 dell’interconversione, la galat- 
tosio-1-fosfato uridil transferasi. La formazione di 
UDP-galattosio da galattosio-1-fosfato è quindi impos- 
sibile, portando alla comparsa di prodotti collaterali 
tossici. Per esempio, l’aumento della concentrazione 
di galattosio nel sangue provoca un aumento dello 
zucchero anche nel cristallino, dove viene ridotto a 
galattitolo (vedi formula in alto a destra). 


Figura 16.31 Il metabolismo del mannosio. Per convertire il manno- 
sio nell’intermedio glicolitico F6P sono necessari due enzimi: (1) l'e- 
sochinasi e (2) la fosfomannosio isomerasi. 
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CH,0H 
H—G—0H 
HO-C—H 
HO-C—-H 
H—C—0H 
cH,0H 


p-galattitolo 


La presenza di questo alcol nel cristallino può gene- 
rare l’insorgenza della cataratta. 


La galattosemia viene trattata con una dieta priva . 


di galattosio. Tutti i sintomi della malattia, eccetto 
il ritardo mentale sono corretti dalla terapia. Le uni- 
tà galattosili sono essenziali per la sintesi delle glico- 
proteine (paragrafo 10.3C) e dei glicolipidi (paragra- 
fo 11.1D) e possono essere, in caso di bisogno, sinte- 
tizzate dal glucosio utlizzando in senso inverso la rea- 
zione dell’epimerasi. Per queste sintesi non è neces- 
sario introdurre galattosio con la dieta. 


C. Mannosio 


Il mannosio, un comune componente delle gli- 
coproteine (paragrafo 10.3C), e il glucosio sono epi- 
meri a livello dell’atomo CQ): 


CH,0H CH,0H 
H O, H H O. H 
H H 

OH H OH HO 
HO OH 

OH H H 


a-D-glucosio o-b-mannosio 
Il mannosio entra nella via glicolitica dopo la sua con- 
versione in F6P, un processo a due reazioni con (Fig. 
16.31): 


1. L’esochinasi (paragrafo 16.24) fosforila il manno- 
sio sul C(6) formando mannosio-6-fosfato. 

2. La fosfomannosio isomerasi converte questo al- 
dosio nel chetosio F6P. Il meccanismo della rea- 
zione della fosfomannosio isomerasi è simile a 
quello catalizzato dalla fosfoglucosio isomerasi (pa- 


ragrafo 16.2B); anche in questo caso è presente 
un intermedio enediolato. 


CH, OH ATP ADP CH0 PO: 
NA OR \u } ATTORE 2 ?03POCH» o__CH,0H 
==” rd 
HO OH HO GI Esochinasi HO OH HO Fosfomannosio H H HO LE 
isomerasi 
H H H H Ho H 
Mannosio Mannosio-6-fosfato Fruttosio-6-fosfato (FGP) 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


La glicolisi è la via metabolica con cui la mag- 
gioranza delle forme di vita degrada il glucosio in 
due molecole di piruvato con la concomitante forma- 
zione di due molecole di ATP. La reazione complessiva: 


Glucosio +2NAD* +2ADP+P; —> 
—> 2NADH+2piruvato + 2ATP +2H30+4H* 


avviene in dieci reazioni catalizzate da enzimi. 

Nella fase preparatoria della glicolisi, che compren- 
de le prime cinque reazioni, il glucosio reagisce con 
due molecole di ATP, una specie di «investimento ener- 
getico», formando fruttosio-1,6-bisfosfato, che, a sua 
volta, viene trasformato in due molecole di gliceral- 
deide-3-fosfato. Nella seconda fase della glicolisi, la 
fase di recupero degli «interessi», che comprende le ul- 
time cinque reazioni, la gliceraldeide reagisce con il 
NAD* ed il P; per formare il composto «ad alta ener- 
gia» 1,3-bisfosfoglicerato. Questo composto, mediante 
le ultime quattro reazioni, viene trasformato in piru- 
vato, con la concomitante produzione di 2 molecole 
di ATP per molecola di 1,3-bisfosfoglicerato. Il mecca- 
nismo della maggior parte dei dieci enzimi glicolitici 
è stato caratterizzato mediante studi chimici e cineti- 
ci, combinati con l’analisi ai raggi X. Gli enzimi glico- 
litici hanno una stretta stereospecificità nelle reazio- 
ni che catalizzano. Per almeno due chinasi, il trasfe- 
rimento del gruppo fosforico dal substrato all’acqua 
viene prevenuto da modificazioni conformazionali in- 
dotte dal legame del substrato, che creano il sito atti- 
vo completo e determinano l’esclusione dell’acqua da 
questa regione. 

Il NAD* consumato nella formazione dell’1,3-bisfo- 
sfoglicerato deve essere rigenerato, se si vuole che la 
glicolisi possa continuare. In presenza di ossigeno, il 
NAD* viene rigenerato dalla fosforilazione ossidati- 
va nei mitocondri. Nel muscolo in condizioni anaero- 
biche, il piruvato viene ridotto dal NADH producendo 
lattato e NAD*, in una reazione catalizzata dalla 
lattato deidrogenasi. In molti muscoli, e in particola- 
re durante un’attività vigorosa, il processo della fer- 
mentazione omolattica è la principale fonte di ener- 
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gia. Nel lievito anaerobico, il NAD* viene riformato 
dalla fermentazione alcolica mediante due reazioni. 
Nella prima, il piruvato viene decarbossilato ad ace- 
taldeide dalla piruvato decarbossilasi, un enzima che 
richiede tiamina pirofosfato come cofattore. Nella se- 
conda, l’acetaldeide viene ridotta dal NADH ad eta- 
nolo rigenerando il NAD* in una reazione cataliz- 
zata dall’alcol deidrogenasi. 

Il flusso attraverso una reazione che opera in con- 
dizioni vicine all’equilibrio è molto sensibile alle va- 
riazioni della concentrazione del substrato. Quindi, 
in condizioni di stato stazionario, il flusso attraverso 
una via metabolica può essere controllato soltanto da 
reazioni non all’equilibrio. Le reazioni non all’equili- 
brio vengono regolate da interazioni allosteriche, cicli 
del substrato, modificazioni covalenti e meccanismi 
di controllo genetico (a lungo termine). Nella glicolisi 
del muscolo, la fosfofruttochinasi (PFK) catalizza la 
tappa che controlla il flusso. Anche se la PFK viene 
inibita da alte concentrazioni di uno dei suoi sub- 
strati, l’ATP, una variazione del 10% nella [ATP] è 
insufficiente ad influenzare l’attività della PFK in mo- 
do da spiegare le variazioni di 100 volte osservate 
nel flusso glicolitico in condizioni di attività muscola- 
re diversa. La [AMP], in risposta alla variazione del 
10% nella [ATP], si modifica di quattro volte median- 
te l’azione amplificatrice dell’adenilato chinasi. An- 
cora una volta, anche se l’AMP può rimuovere l’inibi- 
zione della PFK da ATP, questa oscillazione nei suoi 
livelli è insufficiente a spiegare quelle del flusso della 
glicolisi. Il prodotto della PFK, il fruttosio-1,6-bisfo- 
sfato, viene idrolizzato a F6P ad opera della FBPasi 
che, a sua volta, viene inibita dall’AMP. Il ciclo del 
substrato catalizzato da questi due enzimi conferi- 
sce, almeno in linea di principio, la necessaria sensi- 
bilità del flusso glicolitico a variazioni nella concen- 
trazione di AMP. 

La digestione dei carboidrati produce glucosio come 
prodotto principale. Altri prodotti importanti sono il 
fruttosio, il galattosio e il mannosio. Questi monosac- 
caridi vengono metabolizzati mediante la loro con- 
versione in intermedi glicolitici. 
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PROBLEMI 
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1. Scrivete le reazioni della via glicolitica da glucosio 
a lattato, usando le formule di struttura di tutti gli 
intermedi. Imparate i nomi di questi intermedi e de- 
gli enzimi che catalizzano le reazioni. 


2. Il AG°'’ della reazione dell’aldolasi è +22,8 
kJ- mol7*. In una cellula a 37 °C, il rapporto di azio- 
ne di massa [DAHP][GAP] è pari a 5,5. Calcolate il 
rapporto all’equilibrio [FBP]IGAP], quando [GAP] è 
(a) 2x1075M e (b) 107-3m. 


3. L'acido iodoacetico inibisce la glicolisi inattivando la 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH). In que- 
ste condizioni si accumula fruttosio-1,6-bisfosfato. Per- 
ché si accumula questo metabolita invece di gliceral- 
deide-3-fosfato e diidrossi acetone fosfato, i prodotti 
della reazione immediatamente precedente? 


4. L’arseniato, un analogo strutturale del fosfato, può 
agire da substrato in ogni reazione a cui partecipa 
il fosfato. Gli esteri dell’arseniato, al contrario degli 
esteri fosforici, sono cineticamente e termodinami- 
camente instabili e si idrolizzano quasi istantanea- 
mente. Scrivete una reazione complessiva bilanciata 
della conversione del glucosio in piruvato in presen- 
za di ATP, ADP, NAD* e di (a) fosfato oppure (b) 
arseniato. (c) Perché l’arseniato è un veleno? 


5. Quando il glucosio viene degradato in condizioni 
anaerobiche attraverso la glicolisi non si ha una ossi- 
dazione o una riduzione netta del substrato. La rea- 
zione della fermentazione viene detta quindi «bilan- 
ciata». L'energia libera richiesta per la sintesi di ATP 
viene ugualmente ottenuta da reazioni favorevoli di 
trasferimento degli elettroni. Quale intermedio me- 
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tabolico è il donatore degli elettroni e quale è l’accet- 
tore degli elettroni quando il glucosio viene degra- 
dato da una fermentazione glicolitica bilanciata: (a) 
nel muscolo e (b) nel lievito? 


*6. La reazione seguente .è catalizzata da un enzima molto 
simile alle aldolasi classe I: 


Cuor 
Cc=0 
Ì H__ 5° 
HOo-CT-H vi 
H-d—0H + H-—-C-0H 
i i H-C— om 
= Ì 
CH30P07 CH0P0?” 
Fruttosio-6- Eritrosio-4- 
fosfato fosfato 
1) Transaldolasi 
GE Meisi 
ag 
. HO— S —H 
H-C_-0H 
H_ 40 { 
c + A 
H_C_0H H-CT—0H 
= Ì 2 
CH20P03 CH,0PO$ 
Gliceraldeide-3- Sedoeptulosio-7- 
fosfato fosfato 
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Scrivete un meccanismo plausibile per questa rea- 
zione usando le frecce curve per indicare il movi- 
mento degli elettroni. 


7. In quali atomi di carbonio del piruvato si troverà 
la radioattività se il glucosio metabolizzato dalla via 
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(c) Ilattato]/[piruvato]= 1000 
[NAD+]/[NADH]= 1000 

(d) In quali condizioni questa reazione favorisce spon- 
taneamente l'ossidazione del NADH? 

(e) Perchéla variazione dell’energia libera della reazio- 
ne della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi possa fa- 


Glicolisi 527 


erneeeeeeee-..-w...VdUVdiie”;)—|]/l \e_e_ezmel e le e e ltTtTttCeeCt TA ee eTe—_—_—___ 


© 88-08-10538-5 


+9. Basandosi sul coinvolgimento della tiamina pirofo- 
sfato (TPP) nella reazione della piruvato decarbossi- 
lasi, quali delle seguenti reazioni potrà utilizzare la 
TPP come cofattore? 


colitica nel lievito, il prodotto finale è l’etanolo. (a) 
Scrivete una reazione bilanciata della conversione del 
glucosio in etanolo e CO; attraverso la via di Entner- 
Daudoroff e attraverso la fermentazione alcolica del 
lievito. (b) Stabilite sulla base delle stechiometrie scrit- 


glicolitica era marcato con ‘C a livello di: (a) C(1) vorire la glicolisi, il rapporto NAD*]/[NADHI] de- ‘ (a) o o S ga mE iam è pra zia 
e (b) C(4)? (Nota: Assumete che la triosofosfato iso- ve essere mantenuto vicino ad un valore di 103, o Il Va Il Val iaia PRA a ii 
merasi sia in grado di equilibrare diidrossiacetone In condizioni anaerobiche nel muscolo di mam- C_CHr_ CC — C02+ H30-C- G 11. L’idrolisi dell’ATP ad ADP determina nella cellula dii 
fosfato e gliceraldeide-3-fosfato.) mifero, la lattato deidrogenasi crea questi pre- -d Oo° Oo° una variazione nella [AMP], mediata dalla adenilato ill 
supposti. Quanto elevato può diventare il rapporto chinasi. (a) Assumendo che [ATP]>> [AMPI] e che la ili 
8. Le semi-reazioni coinvolte nella reazione dell’LDH ed [lattato]/[piruvato] prima che la reazione cataliz- 0) 3 n concentrazione totale di nucleotidi adeninici nella cel- ik 
i loro potenziali redox standard sono zata dalla lattato deidrogenasi nella cellula mu- > 20 Ok 20 lula, Ar=[AMP]+[ADP]+[A TP], sia costante deriva- : Il 
piruvato +2H* +2e — lattato  £°’=-0,185 V scolare smetta di essere favorevole nella direzio- 0 o te un’espressione per la [AMP] sulla base della [ATP] Hi 

NAD+ +2H* +2e —> NADH+H* £°’= -0,315V ne della produzione di NAD+ e di mantenere 2 C=0 -——» c0, + HO—C—CHy e di Ar. (b) Assumendo che all’inizio il rapporto 

Calcolate il AG della reazione nelle seguenti condizioni: i valori del rapporto [NAD*1/[NADH] ai livelli Ì | [ATP]/[ADP] sia 10 e Ar=5mm, calcolate il rappor- 

(a) Nlattato]/[piruvato]= 1 sopra citati? CHg c=0 to tra il valore iniziale e quello finale della concen- 

[NAD+]/NADH]= 1 Scrivete gli ipotetici meccanismi per ciascuna rea- - LEA trazione di AMP in seguito a una diminuzione del 

(b) [lattato]/[piruvato]= 160 zione che dimostrino come sia (oppure non sia) 3 10% della [ATPI. 
4 a . 
NARRA EIRO CRINvola IA «IEE: 12. I sintomi della ipertermia maligna comprendono una 


10. -La via glicolitica per la demolizione del glucosio è 
praticamente universale. Alcuni tipi di batteri utiliz- 
zano però una via alternativa chiamata via di 
Entner-Doudoroff (Fig. 16.32). Come nella via gli- 


rigidità muscolare oltre ovviamente a un fortissimo 
aumento della temperatura corporea. La carne dei 
maiali morti per questa malattia è molto acida. Spie- 
gate il perché. 


iù di 1 dadi naD' “Se 3 "Re: 
H—C—0H ATP ADP H—C—0H H,0 NADH E_C_0H H20 c=0 
: 2+ l 
HO—C—H Me HO—C—H — HO—C—H radici H—C—H i 
H—CT—0H  Glucochinasi H—CT— 0H Glucosio-6- ‘H—C— 0H 6-fosfo- H—CT— 0H 
I I fosfato ] gluconato I I 
H—-CT_-0H Luo deidrogenasi H_CT_0H deidrogenasi Bea OH 
analoga 
CH30H CH,0® CHO lecca) CH,0®) 
Glucosio Glucosio-6- 6-fosfo- ‘ 2-cheto-3-deossi- 
fosfato gluconato 6-fosfogluconato 
(G6P) (KDPG) 
®=— Poi” 
4 KDPG- 
aldolasi 
(0) & z 0 
NADH | 
ci 
CHg 
C0z Alcune reazioni come Firavato 
+ nella glicolisi e nella 
CH3CH,0H fermentazione alcolica + 
Etanolo 
xe la 
2ADP + Bi H—CT—0H 
I 
CH70®) 
Gliceraldeide- 


Figura 16.32 La via di Entner-Doudoroff per la demolizione del glucosio. 3-fosfato (GAP) 
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1. Demolizione del glicogeno 


A. Glicogeno fosforilasi 

B. Fosfoglucomutasi 

C. Enzima di deramificazione del glicogeno 

D. Termodinamica del metabolismo del glicogeno: la necessità 
di separare la via di sintesi da quella di demolizione 


2. Sintesi del glicogeno 
A. UDP-glucosio pirofosforilasi 
B. Glicogeno sintasi 
C. Ramificazione del glicogeno 


3. Controllo del metabolismo del glicogeno 
A. Controllo allosterico diretto della glicogeno fosforilasi e della 
glicogeno sintasi 
B. Modificazione covalente degli enzimi mediante una cascata 
ciclica: amplificazione del «segnale» 
C. Cascata biciclica della glicogeno foforilasi 
D. Cascata biciclica della glicogeno sintasi 


m 


. Integrazione dei meccanismi di controllo del metabolismo 
del glicogeno 

F. Mantenimento dei livelli di glucosio nel sangue 

G. Risposta allo stress 


4. Malattie da disfunzioni nel metabolismo del glicogeno 


Appendice: Cinetica di una cascata ciclica 


Metabolismo 
del 
glicogeno 


‘Ogni cosa dovrebbe essere resa 
il più semplice possibile, non più facile. 
Albert Einstein 


Il glucosio, la principale fonte di energia meta- 


bolica, viene degradato nella glicolisi per produrre 
ATP (Capitolo 16). Gli organismi superiori si difen- 
dono da eventuali perdite di sostanze nutrienti poli- 
merizzando l’eccesso di glucosio per conservarlo sot- 
to forma di glucani (polisaccaridi del glucosio) ad al- 
to peso molecolare, che possono poi essere facilmen- 


te mobilizzati in condizioni di necessità. Nelle piante - 


la sostanza in cui viene conservato il glucosio è l’a- 
mido, una miscela di glucani, con legami a(1 —> 4), 


a-amilosio (Fig. 10.17) e amilopectina, che differisce | 


dall’a-amilosio per la presenza nella molecola di ra- 
mificazioni a(1 —> 6) ogni 24-30 residui (Fig. 10.18). 


Negli animali, il glucano di deposito è il glicogeno 
(Fig. 17.1), che si differenzia dall’amilopectina sol- 


tanto per la presenza di ramificazioni ogni 8-12 resi- 


dui. Il glicogeno è presente nel citoplasma sotto for- . 


ma di granuli con un diametro che può variare da 
100 a 400 À ed è particolarmente rappresentato nelle 


cellule che ne fanno un grande uso come il muscolo .. 


(fino ad un massimo corrispondente all’1-2 % in pe- 


so) e nelle cellule del fegato (fino a circa il 10% del . 


suo peso, corrispondente a circa 12 ore di riserva ener- 
getica per il corpo; Fig. 10.19). I granuli di glicogeno 
contengono anche gli enzimi per la sua sintesi e la 
sua degradazione oltre ad altri deputati al controllo 
di questi processi. 


Come vedremo in questo capitolo, le unità di glu- — 


cosio del glicogeno vengono mobilizzate mediante la 


loro rimozione sequenziale dall’estremità non ridu- 


cente della catena del glucano (l’estremità che man- 
ca del gruppo C(1)-OH). La struttura altamente ra- 
mificata del glicogeno ha quindi un significato fisiolo- 
gico molto rilevante: consente una rapida demolizio- 
ne del glicogeno mediante il rilascio simultaneo di uni- 
tà di glucosio dall’estremità di ogni ramificazione. 
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Figura 17.1 La struttura del glicogeno. (a) Formula chimica della mo- 
fecola. In realtà le catene sono molto più lunghe di quella mostrata. 
(b) Illustrazione‘schematica della struttura ramificata. | punti di ramifi- 
cazione sono in realtà separati da 8-12 residui di glucosio. Notate 
che, per quanto sia grande la molecola, è sempre presente una sola 
estremità riducente. 


Perché il nostro corpo va incontro a questo lavoro 
metabolico per utilizzare il glicogeno come riserva 
energetica, quando il grasso, che è molto più abbon- 
dante, sembra avere gli stessi scopi? La risposta è 
triplice: 


1. I muscolo non può mobilizzare il grasso con la 
stessa velocità del glicogeno. 

2. I residui di acido grasso del grasso non possono 
essere metabolizzati per via anaerobica (paragra- 
fo 23.2). 

3. Gli animali non possono convertire gli acidi gras- 
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(a) 
CH,0H CH,OH CH,OH 
H OH  H OH H O H 
H H H 
6 oH H oH H_H OH H Legame ol 8) 
H. OH H OH H OH] Estremità 
A riducente 
Estremità non x CH,0H CH,0H CH CH,0H quer ( 
AUCRt cp OH H OH H O, H O, H o) : 
H H 
oH H OH H OH H di H sh H 
HO (6) (0) 
H OH H OH H 
i di Legame 
ramificaZione a(1 —> 4) 
(0) 
Estremità ® si in precursori del glucosio (paragrafo 21.1) e 
®.. non riducente ©. quindi il metabolismo dei grassi da solo non può 
Di: mantenere adeguatamente costante il livello di glu- 
cosio nel sangue (paragrafo 17.3F). 
Come per tutti i processi metabolici, il metaboli- 
smo del glicogeno può essere studiato a vari livelli. 
& Esamineremo questo processo in modo da compren- 
n dere la termodinamica della via e i meccanismi delle 
BRE, o, reazioni delle varie tappe, ma porremo anche una 
® :® particolare attenzione ai meccanismi che controllano 
SR ii cigni le velocità di sintesi e di demolizione del glicogeno. 
Pai @ ® Punto di i ri sia È Abbiamo iniziato la nostra discussione sui meccani- 
set «È È ramificazione: “e smi di controllo nel paragrafo 16.4, analizzando il 
e i) ui ruolo delle interazioni allosteriche e dei cicli di sub- 


strato nella regolazione della glicolisi. Il sistema di 
controllo del metabolismo del glicogeno è molto più 
complesso e rappresenta anche un esempio di altri 
processi di regolazione: la modificazione covalente 
degli enzimi e la cascata enzimatica. Vedremo inol- 
tre che il metabolismo del glicogeno può essere uti- 
lizzato come modello per lo studio della funzione de- 
gli ormoni nei complessi processi di regolazione. Al- 
la fine del capitolo discuteremo ‘le conseguenze di 
difetti genetici a carico di enzimi del metabolismo 
del glicogeno. 


1. DEMOLIZIONE DEL GLICOGENO 


Il fegato e il muscolo sono i due tessuti in gra- 
do di conservare le maggiori quantità di glicogeno. 
Nel muscolo, la continua richiesta di ATP porta alla 
conversione del glicogeno in glucosio-6-fosfato (GGP) 
che entra nella glicolisi. Bassi livelli di glucosio nel 
sangue inducono nel fegato la demolizione del glico- 
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geno a G6P, che in questo caso viene idrolizzato a 
glucosio e rilasciato nel flusso sanguigno per mante- 
nere costanti i livelli dello zucchero. 

La demolizione del glicogeno necessita dell’azione 
di tre enzimi: 


1. La glicogeno fosforilasi (0 fosforilasi) catalizza 
la fosforolisi del glicogeno (rottura di un legame 
mediante la sostituzione di un gruppo fosforico) 
formando glucosio-1-fosfato (G1P). 


glicogeno + P; = glicogeno + G1P 
(n residui) (n-1 residui) 


Questo enzima rilascia unità di glucosio che disti- 
no almeno di cinque unità da un punto di ramifi- 
cazione. 

2. L'enzima deramificante rimuove le ramificazio- 
ni del glicogeno permettendo alla reazione della 
glicogeno fosforilasi di andare a compimento. Di 
conseguenza, il 90% dei residui di glucosio del 
glicogeno viene convertito in G1P; il rimanente 
10%, le unità ai punti di ramificazione, viene con- 
vertito in glucosio. 

3. La fosfoglucomutasi trasforma il G1P in GGP che, 
come abbiamo visto nel paragrafo 16.2A, si for- 
ma anche nella prima tappa della glicolisi median- 
te l’azione dell’esochinasi o della glucochinasi. Il 
G6P può quindi continuare lungo la via glicolitica 
(nel muscolo) oppure essere idrolizzato a glucosio 
libero (nel fegato). 


In questo paragrafo vedremo in dettaglio la struttu- 
ra e i meccanismi d’azione di questi tre enzimi. 


A. Glicogeno fosforilasi 


La glicogeno fosforilasi è un dimero con subu- 
nità identiche contenenti 842 residui amminoacidici 
(97 KD) che catalizza la tappa di controllo della de- 
molizione del glicogeno. Essa viene regolata sia da 
interazioni allosteriche che da modificazioni covalenti. 
Il processo catalizzato da enzimi di modificazione/de- 
modificazione genera due forme di fosforilasi: la fo- 
sforilasi a, che ha un gruppo fosforico esterificato 
sulla Ser 14 di ciascuna subunità e la fosforilasi b, 
che invece è priva di questi gruppi fosforici. Gli inibi- 
tori allosterici della fosforilasi, ATP, GGP e glucosio, 
ed il suo attivatore allosterico, l’AMP (l’effettore più 
rilevante), interagiscono in modo diverso con il defo- 
sfoenzima o con il fosfoenzima, generando un siste- 
ma di regolazione estremamente sensibile. Vedremo 
questo processo nel paragrafo 17.3C. 
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Cinetica e meccanismo di reazione 


La reazione della fosforilasi determina la rottu- 
ra del legame C(1)—-0(1) di una unità glucosidica ter- 
minale non riducente del glicogeno formando G1P. 
In questa reazione viene mantenuta la configurazio- 
ne: questo fatto suggerisce che la fosforolisi avvenga 
mediante un meccanismo di doppio spostamento (due 
sostituzioni nucleofiliche sequenziali, ognuna con in- 
versione della configurazione; paragrafo 13.5D), com- 
prendente anche un intermedio covalente glucosil- 
enzima. La fosforilasi presenta però una cinetica ca- 
suale Bi Bi (paragrafo 13.5) e non una a ping pong 
come ci si dovrebbe aspettare da un meccanismo di 


doppio spostamento. Inoltre, tutti i tentativi di stabi- — 


lire l’esistenza di un possibile intermedio covalente 
sono stati infruttuosi. Un meccanismo alternativo (Fig. 
17.2) presuppone la formazione di un complesso ter- 
nario P;- enzima - glicogeno, seguita dalla produzio- 
ne di uno ione ossonio protetto intermedio, simile 
a quello che si genera nella reazione del lisozima, 
che porta anch'esso alla rottura di un legame in un 
polisaccaride: paragrafo 14.2B). La rottura del lega- 
me, con la conseguente formazione dello ione ossonio, 
deriva da una catalisi acida da parte di un gruppo 
dell’enzima. Lo ione ossonio reagisce con il P; per for- 
mare il prodotto G1P con ritenzione della configura- 
zione. 

Il meccanismo dello ione ossonio viene suffragato 
dal fatto che il composto 1,5-gluconolattone 


CH,0H lo) 


HO 


HO oH 


1,5-gluconolattone 


è un potente inibitore della fosforilasi. L’1,5-glucono- .*: 


lattone ha la stessa conformazione a mezza sedia dello 
ione ossonio proposto; di conseguenza, questo potreb- 
be essere un analogo dello stato di transizione che 
mima lo ione ossonio nel sito attivo della fosforilasi 
(paragrafo 14.1F). 


Domini strutturali e siti di legame 


Le strutture ad alta risoluzione ai raggi X della 
fosforilasi a e della fosforilasi b furono determinate 
rispettivamente da Robert Fletterick e da Louise John- 
son. La struttura della fosforilasi b, anche se manca 
del gruppo fosforico legato alla Ser, è molto simile 
a quella della fosforilasi a (Fig. 17.3). Entrambe le 
strutture sono composte da due domini, un dominio 
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E + È; + glicogeno 
Legame a (1 —> 4) 
i 1 
Estremità non CH30H 
riducente ago 5 


CH30H 


2 
CH,0H 
+ HO 
“ HO 
Ione ossonio intermedio a 
mezza sedia 
3 
Legame a al fosfato 
CHs0H 
O: 
HO + 
Î + EH 
HO SE o-P_07 
Pi 


a-D-glucosio-1-fosfato 


N-terminale (residui 1-484; il dominio più grande tra 
quelli con struttura nota) e un dominio C-terminale 
(residui 485-842). Il dominio N-terminale è diviso in 
un subdominio (residui 1-315), che comprende îl sito 
della modificazione covalente (Ser 14), il sito dell’ef- 
fettore allosterico e tutti i punti di contatto intersu- 
bunità presenti nel dimero; il secondo subdominio 
(residui 316-484) contiene il sito di legame del glico- 
geno (vedi più avanti). Il sito catalitico è localizzato 
al centro della subunità dove i due subdomini sono 
molto vicini anche al dominio C-terminale. 1 
Il glicogeno forma un'elica sinistrorsa con 6,5 resi- 
dui di glucosio per giro (Fig.10.17b). Il sito che lega 
il glicogeno è collegato al sito attivo da una lunga 
fessura che ha la stessa curvatura del glicogeno. Poi- 
ché questa fessura può contenere una catena saccari- 
dica di soli quattro o cinque residui di glucosio, ed 
è troppo stretta per permettere l’ingresso di oligosac- 
caridi ramificati, diventa facile comprendere come mai 
la fosforilasi è incapace di scindere legami di unità 
glucosidiche che distino meno di cinque residui da una 
ramificazione. Presumibilmente, il sito che lega il gli- 
cogeno aumenta l’efficienza catalitica della fosforila- 
si, permettendo di staccare molti residui di glucosio 


YA È unità glucosidiche) 


Figura 17.2 Il meccanismo 

della reazione della glico- 

geno fosforilasi: (1) Forma- 

zione di un complesso ter- 

nario P;- E - glicogeno. (2) 

«- Formazione dello ione os- 
sonio intermedio sul resi- 

duo di glucosio terminale 

mediante la catalisi acida 

di un gruppo dell'enzima. 

Lo ione ossonio ha una 

(0) conformazione a mezza 
sedia. (3) Reazione del P; 


Glicogeno 


HO OH con lo ione ossonio, con 
i O—** ritenzione della configura- 
zione sul C(1) e formazio- 
ne di glucosio-1-fosfato. 
Glicogeno 
(n-1 unità glucosidiche) 
Ho 0H 
OH Ha lo) 
(0) 
HO OH O—-. 


dalla stessa particella di glicogeno senza che questa 
si debba dissociare e riassociare ogni volta tra un'ci- 
clo catalitico e l’altro. 


Il piridossal fosfato è un cofattore essenziale 
della fosforilasi 


i La fosforilasi contiene piridossal fosfato (PLP) 


n H_ 20 
“"o-P_0—H,0 N 0H 
Î 
O 
7 CH3 
| 
H 


Piridossal fosfato (PLP) 


(CHa)a 
| Lys 679 


PLP legato covalentemente 
alla fosforilasi per mezzo 
della base di Schiff alla Lys 679 
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che è necessario per la sua attività catalitica. Questo 
derivato della vitamina Bg è legato covalentemente 
alla fosforilasi attraverso una base di Schiff con la 
Lys 679. Il PLP è legato in modo analogo ad una va- 
rietà di enzimi coinvolti nel metabolismo degli am- 
minoacidi dove è un cofattore essenziale nelle rea- 
zioni di transaminazione (paragrafo 24.1A). Il mec- 
canismo di utilizzo del PLP nella reazione della fo- 
sforilasi deve però essere diverso da quello usato da- 
gli altri enzimi, in quanto la riduzione della base di 
Schiff con NaBHy (-HC=N-— —> —H,C-NH-—) non 
ha alcun effetto sull’attività della fosforilasi, ma inat- 
tiva tutti gli enzimi contenenti PLP del metabolismo 
degli amminoacidi. Questo è un altro esempio del- 
l’opportunismo della natura, la quale utilizza lo stes- 
so cofattore per scopi diversi. 

Studi sulla fosforilasi in cui venivano usati analo- 
ghi del PLP con alcune parti della molecola alterate 
hanno dimostrato che soltanto il gruppo fosforico par- 
tecipa al processo catalitico. La struttura ai raggi X 
ha poi stabilito che questo gruppo fosforico del PLP 
si trova nelle vicinanze del sito attivo della fosforila- 
si. La funzione di questo gruppo fosforico nel mecca- 
nismo catalitico della fosforilasi (ancora non comple- 
tamente caratterizzato) non è stato identificato con 
sicurezza, ma probabilmente agisce come donatore 
di protoni (catalizzatore acido). 


Ruolo del piridossal fosfato 


Il gruppo fosforico essenziale del gruppo pro- 
stetico piridossal fosfato (PLP) della glicogeno fosfo- 
rilasi ha la funzione di catalizzatore acido-basico ge- 
nerale. Il meccanismo d’azione della glicogeno fo- 
sforilasi, compatibile con i dati chimici e strutturali 
in nostro possesso, inizia con la protonazione del- 
l'ossigeno glicosidico da parte del P; substrato (ca- 
talisi acida). Poiché non vi sono nelle vicinanze del 
legame glicosidico né gruppi nucleofilici né gruppi 
carbossilici ionizzati ed il gruppo fosforico del PLP 
è alla distanza di un legame idrogeno dal P; che 
sta reagendo, sembra che questa tappa della rea- 
zione venga facilitata dalla simultanea protonazio- 
ne del P; che sta reagendo da parte del gruppo 
fosforico del PLP, in una specie di sistema di con- 
duzione dei protoni. Il risultante ione ossonio (Fig. 
17.2) viene stabilizzato mediante la formazione di 
una coppia ionica con il P; anionico (catalisi elet- 
trostatica) che successivamente si scinde per forma- 
re il prodotto, il glucosio-1-fosfato, in una tappa della 
reazione che è facilitata dalla sottrazione di un pro- 
tone dal P; da parte del gruppo fosforico del PLP 
(catalisi basica). 
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Meccanismo allosterico 


La transizione concertata T —> R della glico- 
geno fosforilasi è costituita in gran parte da una ro- 
tazione di circa 10° di una subunità sull’altra intor- 
no ad un asse posto all’interfaccia tra le subunità e 
perpendicolare all’asse di doppia simmetria del di- 
mero; questa simmetria viene conservata anche do- 
po la rotazione. Gli effetti allosterici, innescati da mo- 
vimenti della struttura terziaria e causati dal legame 
dell’attivatore AMP oppure dalla fosforilazione della 
Ser 14, vengono trasmessi tra le subunità dall’elica 
torre (Fig. 17.3) che piegandosi e deformandosi ten- 
de a raggiungere un impacchettamento più favore- 
vole. La modificazione nella posizione dell’elica tor- 
re mette in relazione l’interfaccia tra le subunità vi- 
cino al sito allosterico per 1’ AMP e al sito di fosforila- 
zione con il sito attivo (Fig. 17.10). Questo movimen- 
to sposta la catena laterale di un residuo di Asp loca- 
lizzata vicino al gruppo fosforico del PLP e al sito 
di legame del P; nello stato T e rimpiazzata da una 
catena laterale di un residuo di Arg nello stato R. 
La sostituzione di una carica negativa nascosta con 
una carica positiva aumenta l’affinità del legame del- 
l'enzima per il substrato anionico P; e, insieme ai 
movimenti delle catene laterali cationiche che abbia- 
mo visto, si pensa possa facilitare il meccanismo ca- 
talitico di trasferimento dei protoni sopra descritto. 
Simili spostamenti di residui conferiscono allo stato 
R un’affinità 100 volte superiore per 1’AMP, rispetto 
allo stato T. 


B. Fosfoglucomutasi 


La fosforilasi converte le unità glucosidiche del 
glicogeno in G1P, che a sua volta viene trasformato 
dalla fosfoglucomutasi in G6P per poter entrare nel- 
la glicolisi (nel muscolo) oppure essere idrolizzato a 
glucosio libero (nel fegato). La reazione della fosfo- 
glucomutasi è simile a quella catalizzata dalla fosfo- 
glicerato mutasi (paragrafo 16.2H). Nella reazione vie- 
ne trasferito un gruppo fosforico dal fosfoenzima at- 
tivo, formando glucosio-1,6-bisfosfato (G1,6P) che 
rifosforila poi l'enzima e si genera il G6P (Fig. 17.4). 
Esiste però una differenza rilevante tra questo enzi- 
ma e la fosfoglicerato mutasi per il fatto che il grup- 
po fosforico nella fosfoglucomutasi è covalentemen- 
te legato al gruppo ossidrilico di un residuo di Ser 
invece che ad un residuo di His. 

Occasionalmente il G1,6P si dissocia dalla fosfoglu- 
comutasi producendo l’inattivazione dell’enzima. La 
presenza di piccole quantità di G1,6P è quindi neces- 
saria per mantenere la fosfoglucomutasi completa- 


LIL ; : 
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(a) 


Ripiegamento alto 


Sito di 8 
legame del 
glicogeno 


Sito 
inibitorio del 
nucleoside 


Figura 17.3 La struttura ai raggi X della glicogeno fosforilasi di mu- 
scolo di coniglio. (a) Rappresentazione a nastro di una subunità della 
fosforilasi b. Essa è costituita da un dominio N-terminale, che è suddi- 
viso in due subdomini (subdominio interfaccia, residui 1-315, e sub- 
dominio che lega il glicogeno, residui 316-484) e da un dominio 
C-terminale. L'AMP è legato sia al sito allosterico che al sito inibitorio 
che lega i nucleosidi. Il G1P è legato al sito catalitico. Il piridossal 
fosfato, che è parzialmente nascosto in questa immagine, è legato 
alla Lys 679 nel dominio C-terminale. Il maltoeptosio è legato al sito 
che lega il glicogeno. | residui 1-18, non visibili nelle mappe di den- 
sità elettronica, sono rappresentati da una linea tratteggiata. La Ser 
14 è il sito della fosforilazione enzimatica. [Fonte: MCLAUGHLIN, P.j., 
STUART, D.I., KLEIN, H.W., CIKONOMAKOS, N.G. e JOHNSON, L.N., Bio- 
chemistry, 23, p. 5865, 1984.) (b) Rappresentazione al computer del- 
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Sito Contatto con il sito allo- 
dell'effettore sterico dell'altra subunità 


allosterico 


Piridossal 
fosfato 


Ser 14) 
sito di 
fosforilazione 


(e) 


Torre 


Sito di Sito dell’effettore 
legame del allosterico 
glicogeno 


Dominio N-terminale 


Dominio N-terminale (subdominio interfaccia) 


(subdominio che 
lega Il glicogeno) 
Dominio C-terminale 
Sito catalitico 


Sito :dei piridossai fosfato 


la glicogeno fosforilasi a dimerica vista lungo il suo doppio asse di 
simmetria (questa vista è ruotata di un angolo di 45° intorno all'asse 
verticale rispetto a quella in (a); le differenze strutturali tra le due 
forme dell'enzima sono relativamente poche). La subunità in basso 
è colorata in arancio, mentre i domini N-terminale e C-terminale di 
quella in alto sono rispettivamente in blu e in verde. | vari ligandi 
legati sono in bianco: il gruppo fosforico al centro di ogni subunità 
indica il sito catalitico dell'enzima (le Ser 14 di entrambe le subunità 
sono nascoste in questa rappresentazione), le due catene di maltoep- 
tosio sono legate ai siti di legame del glicogeno, e l’AMP, che sta 
dietro la proteina, identifica i siti per l’effettore allosterico. (Per genti- 
le concessione di Stephen Sprang, University of Texas, Southwestern 
Medical Center.) (c) Disegno esplicativo della parte (b) che mostra 
i vari siti di legame per i ligandi. 
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H 70, H 1 H O, H 2 H OC H ne della fosfoglucomutasi che mo- 
H ‘H H stra il Conqnigimento sia dell’in- 
OH H : termedio G1,6P che del fosfoen- 
HO N is OH HO de OPO?7 H oPo? zima: (1) il gruppo OH del C(1) 
3 = del G6P attacca il fosfoenzima for- 
OH H OH H OH mando un intermedio defosfoen- 
zima-G1,6P. (2) Il gruppo OH del 
Glucosio-6- Glucosio-1,6- Glucosio-1- residuo di Ser attacca il gruppo fo- 
fosfato: bisfosfato fosfato sforico sul C(6) per rigenerare il 
(G6P) (G1,6P) (G1P) fosfoenzima e formare GIP. 


mente attiva. Il G1,6P necessario viene prodotto dal- 
la fosfoglucochinasi, che catalizza la fosforilazione 
del gruppo C(6)-OH del G1P usando ATP. 


C. Enzima di deramificazione del glicogeno 


L’enzima per la deramificazione del glicogeno 
(enzima deramificante) agisce come una transgli- 


Figura 17.5 La reazione catalizzata 
dall’enzima deramificante. L'enzi- 
ma trasferisce tre residui di gluco- 
sio legati da legami a(1 — 4) 
da una «ramificazione limite» del 
glicogeno all’estremità non ridu- 
cente di un’altra catena. ll legame 
a(1 —— 6) del residuo che rima- 

ne sul punto della ramificazione O. 

viene idrolizzato dallo stesso en- 

zima, generando glucosio libero. 

La catena che è stata allungata vie- 40 
ne invece scissa dalla glicogeno 
fosforilasi. 


lo) 
i Disponibili per 
altre fosforolisi 


cosidasi (glicosil transferasi) spostando una unità tri- 
saccaridica da una ramificazione «limite» del glicoge- 
no ad una estremità non riducente di un’altra rami- 
ficazione (Fig. 17.5). Questa reazione forma un nuo- 
vo legame a(1 —> 4) e rende le tre unità saccaridi- 
che suscettibili alla fosforolisi catalizzata dalla fosfo- 
rilasi. Il residuo glucosidico che resta legato alla cate- 
na principale con un legame a(1 —> 6) viene stacca- 
to per idrolisi (non per fosforolisi) dallo stesso enzi- 


Ramificazione limite 


N 
] 


TDDDDOAN 


Catene esterne del glicogeno 
(dopo l’azione della fosforilasi) 


| Enzima deramificante del glicogen 


fo ? Disponibile per 
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ma deramificante generando glucosio libero e glico- 
geno deramificato. Quindi, l’enzima deramificante 
possiede siti attivi sia per la reazione transferasica 
sia per la reazione a(1 — 6) glicosidasica. La pre- 
senza di due attività catalitiche sullo stesso enzima 
aumenta senza dubbio l’efficienza del processo di de- 
ramificazione. 

La velocità massima della reazione della glicogeno 
fosforilasi è molto maggiore di quella della reazione 
di deramificazione del glicogeno. Di conseguenza, le 
ramificazioni più esterne del glicogeno, che rappre- 
sentano circa la metà dei suoi residui di glucosio, ven- 
gono degradate nel muscolo in pochi secondi in con- 
dizioni di elevata domanda metabolica. Quando la 
degradazione del glicogeno arriva al punto in cui di- 
venta necessaria la deramificazione, la velocità è mol- 
to più bassa. Questo in parte spiega come mai il mu- 
scolo può sostenere lo sforzo massimo solo per pochi 
secondi. 


D. Termodinamica del metabolismo 
del glicogeno: la necessità di separare 
la via di sintesi da quella di demolizione 


Il AG®°’ (il AG in condizioni standard biochimi- 
che) per la reazione della fosforilasi è +3,1 
kJ: mol-! e, quindi, come indica l’equazione [3.15], 
questa reazione è all’equilibrio (AG=0) quando il rap- 
porto [P;1/[G1P]= 3,5. Nella cellula però questo rap- 
porto di concentrazioni varia da 30 a 100, determi- 
nando un AG tra -5 e -8 kJ- mol-'; cioè in condi- 
zioni fisiologiche la demolizione del glicogeno è esoer- 
gonica. La sintesi del glicogeno da glucosio-1-fosfato 
in condizioni fisiologiche è quindi termodinamica- 
mente sfavorevole senza un supplemento di energia 
libera. Di conseguenza, la demolizione e la sintesi del 
glicogeno devono essere portate avanti da vie diverse. 
Incontriamo di nuovo un aspetto ricorrente della stra- 
tegia del metabolismo: le vie biosintetiche e degrada- 
tive sono praticamente sempre vie diverse (paragrafo 
15.1). Le ragioni di questo fatto possono essere due. 
Primo, entrambe le vie dovrebbero avere concentra- 
zioni di metaboliti in vivo simili. Questa situazione 
è termodinamicamente impossibile se una via è l’in- 
verso dell’altra. Il secondo motivo è ugualmente im- 
portante: le reazioni catalizzate da enzimi diversi pos- 
sono essere regolate indipendentemente l’una dall’al- 
tra, consentendo, tra l’altro, di controllare finemente 
il flusso metabolico. Abbiamo visto questo principio 
operare nella glicolisi durante la conversione del 
fruttosio-6-fosfato (F6P) in fruttosio-1,6-bisfosfato 
(F1,6P) mediata dalla fosfofruttochinasi (PFK; para- 


grafo 16.4B). Il processo inverso in questo caso (l’i- 
drolisi del F1,6P) è catalizzato dalla fruttosio bisfo- 
sfato fosfatasi (FBPasi). La regolazione indipendente 
di questi due enzimi è un meccanismo che consente 
il controllo preciso del flusso glicolitico. 

Il metabolismo del glicogeno, come la glicolisi, vie- 
ne regolato finemente dal controllo indipendente delle 
sue vie di sintesi e di demolizione. Nel prossimo pa- 
ragrafo esamineremo la via di sintesi e nel paragrafo 
17.3 affronteremo il problema della regolazione. 


2. SINTESI DEL GLICOGENO 


[734] Anche se le argomentazioni termodinamiche 
discusse nel paragrafo 17.1D dimostrano che la via 
di sintesi del glicogeno deve essere separata dalla via 
di degradazione, non sono state le teorie termodina- 
miche a determinare una generale accettazione di 
questa idea. Infatti, a risolvere la questione fu la de- 
lucidazione delle cause della malattia di McArdle, 
una rara malattia genetica caratterizzata da dolorosi 
crampi muscolari dopo uno sforzo. Il tessuto musco- 
lare degli individui affetti dalla malattia di McArdle 
non ha attività glicogeno fosforilasica e quindi non 
è in grado di demolire il glicogeno. Questi muscoli 
contengono quantità moderatamente elevate di gli- 
cogeno normale. Chiaramente, le vie di sintesi e di 
demolizione del glicogeno devono essere separate. 

Poiché la conversione diretta del G1P in glicogeno 
è termodinamicamente sfavorevole (il AG è positivo) 
a tutte le concentrazioni di P; fisiologiche, è neces- 
sario che alla biosintesi del glicogeno partecipi un’al- 
tra tappa esoergonica. Questa fu scoperta da Luis Le- 
loir nel 1957; il blocco termodinamico viene supera- 
to combinando il G1P con l’uridina trifosfato (UTP) 
per formare uridina difosfato glucosio (UDP- 
glucosio): 


Uridina difosfato glucosio 
(UDPG) 


lo stato «ad alta energia» dell’UDP-glucosio (UDPG) 
gli consente di trasferire spontaneamente l’unità glu- 
cosidica alla catena del glicogeno che sta crescendo. 
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Figura 17.6 La reazione catalizzata dalla UDP-glucosio pirofosforila- 
si. La reazione è uno scambio fosfoanidridico in cui l'atomo di ossi- 
geno del gruppo fosforico del G1P attacca l'atomo di fosforo @ del- 
l’UTP formando UDPG e rilasciando PP; viene rapidamente idroliz- 
zato dalla pirofosfatasi inorganica. 
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intermedio 
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Ho 


Figura 17.7 La reazione catalizzata dalla glicogeno sin- 
tasi coinvolge la formazione di uno ione ossonio inter- 
medio. 


+ CH30H 


2 Da 
Gli idui 
HO OH HO OH = (a residui) 


Glicogeno (n+1 residui) 


Gli enzimi che catalizzano le tre tappe coinvolte 
nella sintesi del glicogeno sono l’UDP-glucosio pi- 
rofosforilasi, la glicogeno sintasi e l'enzima di 
ramificazione del glicogeno (l’enzima ramifican- 
te). In questo paragrafo esamineremo le reazioni ca- 
talizzate da questi enzimi. Vedremo invece come que- 


* sti vengono regolati nel paragrafo 17.3. 


A. UDP-glucosio pirofosforilasi 


L’UDP-glucosio pirofosforilasi catalizza la rea-. 


zione dell’UTP con il G1P (Fig. 17.6). In questa rea- 
zione l’atomo di ossigeno del gruppo fosforico del 
G1P attacca l’atomo di fosforo a dell’UTP formando 
UDPG e rilasciando PP;. Il AG°’ di questo scambio 
fosfoanidridico è, come ci si può aspettare, circa ze- 


ro. Il PP; formato però viene idrolizzato in una rea- ... 


zione altamente esoergonica dall’enzima onnipresente 
pirofosfatasi inorganica. La reazione complessiva 
della formazione dell’UDPG è quindi fortemente 


esoergonica: 
AG®'(KJ - mol-1) 
GiP+UTP == UDPG+PP; - 0 
H20+PP;, —> 2P; -31 


complessiva G1P+UTP —> UDPG+2P; —31 


UDP-glucosio 


(6) 


(o) 


le SEDI 
H* HO OH 
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La rottura del nucleoside trifosfato per formare PP; 


è una strategia biosintetica molto usata in natura. 
L'energia libera dell’idrolisi del PP; può essere utiliz- 
zata insieme all’energia libera di idrolisi del nucleosi- 
de trifosfato per guidare una reazione endoergonica 
a compimento (paragrafo 15.4C). 


B. Glicogeno sintasi 


Nella tappa successiva della sintesi del glicoge- 
no, la reazione della glicogeno sintasi, l’unità gluco- 
sidica dell’UDPG viene trasferita al gruppo C(4)—OH 
di una estremità non riducente del glicogeno per for- 
mare un legame glicosidico q(1 —> 4) (Fig. 17.7). La 
reazione della glicogeno sintasi, come quelle della gli- 
cogeno fosforilasi e del lisozima, si pensa che coin- 
volga la formazione di uno stato di transizione come 
ione ossonio del glucosio, in quanto viene inibita an- 
ch’essa dall’1,5-gluconolattone, un analogo che ricor- 
da strutturalmente la geometria a mezza sedia dello 
ione ossonio. 

Il AG°’ della reazione della glicogeno sintasi è 
— 13,4 kJ - mol7!, rendendo quindi spontanea la rea- 
zione complessiva di sintesi, nelle condizioni in cui 
la demolizione del glicogeno ad opera della glicoge- 


. con legami o(1 —> 4) 


Catena terminale del glicogeno 


no fosforilasi è anch’essa spontanea. Le velocità delle 
due reazioni devono essere controllate l’una indipen- 
dentemente dall’altra. Per ottenere ciò bisogna però 
pagare un certo prezzo energetico. In questo caso, 
per ogni molecola di G1P che viene convertita in glico- 
geno e poi rigenerata, viene idrolizzata una molecola 
di UTP ad UDP e P;. La sintesi e demolizione ciclica 
del glicogeno non è quindi una «macchina a moto per- 
petuo», ma un «motore» che funziona mediante l’idro- 
lisi dell’UTP. L’UTP viene ripristinato da una reazio- 
ne di trasferimento del gruppo fosforico catalizzata 
dalla nucleoside difosfato chinasi (paragrafo 26.3B): 


UDP+ATP == UTP+ADP 


quindi, l’idrolisi dell’UTP è energeticamente equiva- 
lente all’idrolisi dell'ATP. 

La glicogeno sintasi non può legare tra loro due 
unità di glucosio, ma può soltanto aggiungere unità 
glucosidiche ad una catena di glucano con legami 
a(1 —> 4) già esistente. Come viene iniziata allora 
la sintesi del glicogeno? La glicogeno sintasi può le- 
gare una unità di glucosio al gruppo —OH di uno 
specifico residuo di Tyr di una proteina chiamata gli- 
cogenina che agisce quindi da «promotore» per l’i- 
nizio della sintesi del glicogeno. 


È 
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Figura 17.8 La ramificazione del 
glicogeno. Le ramificazioni sono 
formate dal trasferimento di seg- 
menti terminali di sette residui da 
una catena lineare di glucano al 
gruppo C(6)-OH di un residuo di 
glucosio sulla stessa catena oppu- 
re su una catena diversa. 
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C. Ramificazione del glicogeno 


La glicogeno sintasi catalizza soltanto la forma- 
zione di legami glicosidici a(1 —> 4) necessari per 
la formazione dell’a-amiloso. Le ramificazioni tipi- 
che del glicogeno sono opera invece di un altro enzi- 
ma l’amilo-(1,4 —> 1,6)-transglicosilasi (enzima 
ramificante), diverso dall’enzima deramificante. La 
deramificazione (paragrafo 17.1C) coinvolge la rottu- 
ra e la riformazione di legami glicosidici a(1 —> 4) 
e l’idrolisi di legami glicosidici a(1 —> 6): la ramifi- 
cazione invece procede con la rottura di legami gli- 
cosidici a(1 —> 4) e la riformazione di legami glico- 
sidici a(1 — 6). Queste ramificazioni vengono create 
dal trasferimento di segmenti terminali delle varie 
catene costituiti da circa sette residui glucosidici sul 
gruppo C(6)-OH di residui di glucosio della stessa ca- 
tena oppure di catene diverse (Fig. 17.8). Ogni fram- 
mento trasferito deve derivare da una catena di al- 
meno 11 residui e il nuovo punto di ramificazione 
deve distare almeno quattro residui da un punto di 
ramificazione già esistente. 


3. CONTROLLO DEL METABOLISMO 
DEL GLICOGENO 


Abbiamo già visto che sia la sintesi che la de- 
molizione del glicogeno sono processi esoergonici nel- 
le stesse condizioni fisiologiche. Se, però, entrambe 
le vie operano simultaneamente, tutto si riduce a un 
consumo senza profitto di UTP. Questa situazione è 
simile a quella del ciclo del substrato generato dalla 
fosfofruttochinasi e dalla fruttosio bisfosfato fosfata- 
si (paragrafo 16.4B). La glicogeno fosforilasi e la gli- 
cogeno sintasi devono essere quindi sotto stretto con- 
trollo per far sì che il glicogeno venga sintetizzato 
oppure utilizzato a seconda delle necessità della cel- 
lula. Questo straordinario meccanismo di controllo 
sarà oggetto della nostra discussione nelle prossime 
pagine. Non sono coinvolti in questo processo solo 
interazioni allosteriche e cicli di substrato, ma anche 
modificazioni covalenti catalizzate da enzimi sia sul- 
la glicogeno sintasi che sulla glicogeno fosforilasi. Le 
reazioni di modificazione covalente sono sotto con- 
trollo ormonale mediante una cascata enzimatica. 


A. Controllo allosterico diretto 
della glicogeno fosforilasi 
e della glicogeno sintasi 


Come abbiamo visto nel paragrafo 16.4, il flus- 
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so netto dei reagenti / attraverso una tappa di una 
via metabolica è la differenza tra le velocità della rea- 
zione in una direzione, vg e quella in senso oppo- 
sto, v,. La variazione del flusso attraverso una tap- 
pa qualsiasi in una via metabolica diventa massima 
se la reazione si avvicina all’equilibrio (vy diventa 
circa uguale a vr). Quindi il flusso attraverso una rea- 
zione vicina all’equilibrio è praticamente non con- 
trollabile. Come abbiamo visto nel caso della PFK e 
della FBPasi un rigoroso controllo del flusso di una 
via è possibile quando un enzima che lavora in condi- 
zioni lontane dall’equilibrio viene contrapposto a un 
altro enzima con un sistema di controllo diverso. La 
vre la vr variano quindi in modo indipendente l’una 
dall’altra. Infatti, in queste condizioni, diventa possi- 
bile controllare anche la direzione del flusso se v, vie- 
ne mantenuta maggiore di vs. Questa situazione è ri- 
scontrabile anche nel metabolismo del glicogeno me- 
diante le reazioni opposte della glicogeno fosforilasi 
e della glicogeno sintasi. Le velocità delle due reazio- 
ni sono regolate allostericamente da effettori quali 
lPATP, il G6P e VAMP. Nel muscolo la glicogeno fo- 
sforilasi viene attivata dall’AMP e inibita dall’ATP 
e dal G6P. D’altro canto, la glicogeno sintasi viene 
attivata dal GGP. Quando la richiesta di ATP è eleva- 
ta (LATP] bassa, [G6P] bassa e [AMPI] alta) la glicogeno 
fosforilasi viene stimolata mentre la glicogeno sinta- 
si viene inibita per far sì che il flusso netto della via 
favorisca la demolizione del glicogeno. Quando [ATP] 
e [G6P] sono elevate, le condizioni si rovesciano e la 
sintesi del glicogeno viene favorita. 

Sulla base del modello simmetrico dell’allosterismo 
(paragrafo 9.4B), l’AMP induce una modificazione 
conformazionale della fosforilasi dallo stato T (inatti- 
vo) allo stato R (attivo), legandosi selettivamente allo 
stato R dell’enzima sul suo sito allosterico (Fig. 17.9). 
L’adenina, il ribosio e il gruppo fosforico dell’AMP 
si legano a segmenti diversi della catena polipeptidi- 
ca in modo da collegare il sito attivo, l'interfaccia tra 
le subunità e la regione amminoterminale (Fig. 17.10). 
L’ATP invece si lega al suo sito allosterico nello stato 
T ed inibisce invece di favorire il cambio conforma- 
zionale T — R. Come indicano alcuni dati struttu- 


rali, i gruppi fosforici y e 8 dell'ATP si legano all’en- . 


zima spostando i gruppi ribosio e fosforico a dell’AMP 
e destabilizzando quindi lo stato R. L’azione inibito- 
ria dell'ATP sulla glicogeno fosforilasi può essere 
quindi facilmente compresa: esso compete con l’AMP 
per il legame alla fosforilasi e previene gli sposta- 


menti dei tre segmenti polipeptidici necessari per l’at- 2 


tivazione dell’enzima. 

Le interazioni allosteriche sopra citate si sovrap- 
pongono ad un altro sistema di controllo ancora più 
sofisticato comprendente modificazioni covalenti della 
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Figura 17.9 Il controllo dell'attività della 
glicogeno fosforilasi. L'enzima può assu- 
mere la conformazione T enzimaticamente 
inattiva (in alto) o quella cataliticamente 
attiva R (in basso). La conformazione del- 
la fosforilasi b viene controllata allosteri- 
camente da effettori quali l’AMP, I’ATP 
ed il G6P e in condizioni fisiologiche è 
principalmente nella conformazione T. Al 
contrario, la forma modificata dell’enzi- 
ma, la fosforilasi a, non risponde a questi 
effettori ed è fondamentalmente nello stato 
R, a meno che non siano presenti elevate 
concentrazioni di glucosio. Nelle condi- 
zioni fisiologiche normali, l’attività enzi- 
matica della glicogeno fosforilasi viene es- 
senzialmente determinata dalle velocità di 
modificazione e di demodificazione. No- 
tate che soltanto la forma T dell'enzima 
è soggetta alla fosforilazione e alla defo- 
sforilazione e quindi il legame degli ef- 
fettori influenza la velocità di questi pro- 
cessi di modificazione e di demodifica- 
zione. 
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Figura 17.10 Una porzione del dimero 
della glicogeno fosforilasi a nelle vicinanze 
dell'interfaccia tra i dimeri che mostra la 
posizione del gruppo fosforico legato alla 
Ser 14, l’AMP legato al sito allosterico e 
le molecole di glucosio legate al sito ca- 
talitico. | segmenti polipeptidici delle due 
subunità sono colorati rispettivamente in 
blu e in verde. La vista è simile. a quella 
della Fig. 17.36. (Fonte: FLETTERICK, R.j., 
Proc. Robert A. Welch Found. Conf. 
Chem. Res., 27, p. 197, 1984.) 
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glicogeno fosforilasi e della glicogeno sintasi. Queste 
modificazioni alterano la struttura degli enzimi e mo- 
dificano la loro risposta ai regolatori allosterici. Di- 
scuteremo quindi il concetto di modificazione cova- 
lente in generale e vedremo come incrementa la sen- 
sibilità del sistema alle variazioni della concentrazio- 
ne di un effettore. In seguito, considereremo le fun- 
zioni di queste modificazioni nel metabolismo del gli- 
cogeno. Soltanto dopo saremo in grado di apprezza- 
re per intero la regolazione allosterica nel metaboli- 
smo del glicogeno. 


B. Modificazione covalente degli enzimi 
mediante una cascata ciclica: 
amplificazione del «segnale» 


La glicogeno sintasi e la glicogeno fosforilasi pos- 
sono essere interconvertite enzimaticamente in due for- 
me con diverse proprietà cinetiche ed allosteriche me- 
diante una serie complessa di reazioni note come ca- 
scata ciclica. L’interconversione tra queste diverse 
forme di enzimi è dovuta a reazioni di modificazio- 
ne covalente e di demodificazione catalizzate da 
enzimi. 

In confronto con gli altri enzimi regolatori, i siste- 
mi enzimatici interconvertibili: 


1. Possono rispondere a un gran numero di stimoli 
allosterici. 

2. Hanno una maggiore flessibilità nei loro sistemi 
di controllo. 

3. Possiedono un enorme potenziale di amplificazio- 
ne nelle loro risposte a variazioni della concentra- 
zione degli effettori. 


Ciò è possibile in quanto gli enzimi che modificano 
e demodificano un enzima bersaglio sono essi stessi 
sotto controllo allosterico. Risulta quindi probabile 
che una piccola variazione nella concentrazione di un 
effettore allosterico possa causare una modificazione 
significativa nella quantità di un enzima bersaglio 
modificato e attivo. Questa cascata ciclica è rappre- 
sentata nella Fig. 17.11. 


Proprietà generali di una cascata ciclica 


La Fig. 17.11a illustra lo schema di una cascata 
ciclica dove, per convenzione, la forma più attiva del- 
l’enzima bersaglio ha sempre il pedice «a» , mentre 
la forma meno attiva ha sempre il pedice «b». La mo- 
dificazione, in questo caso la fosforilazione, attiva l’en- 
zima. Notate che gli enzimi che determinano le mo- 
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dificazioni, R ed F, sono attivi soltanto quando sono 
legati ai loro effettori allosterici e ed e9. I meccani- 
smi cinetici per l’interconversione delle forme modi- 
ficate e non modificate dell'enzima bersaglio, E, ed 
Ep, sono riportati nella Fig. 17.11b. 

Allo stato stazionario, la frazione di E nella forma 
attiva, [E1/[Elr (dove [Ely=[Ex]+[Ex] è la concentra- 
zione totale di enzima) determina la velocità della 
reazione catalizzata da E. Questa frazione è una fun- 
zione della concentrazione totale degli enzimi modi- 
ficanti, [F]r e [Rlr, della concentrazione dei loro ef- 
fettori allosterici e ed e2, delle costanti di dissocia- 
zione di questi effettori, ky e k,, oltre che delle co- 
stanti di dissociazione delle interconversioni stesse, 
Kr e K, (Fig. 17.11). Questa relazione è piuttosto com- 
plessa. Come è mostrato nell’ Appendice a questo ca- 
pitolo, può essere però ridotta in termini semplici. 
L’appendice dimostra che, in una cascata ciclica, una 
variazione relativamente piccola della concentrazio- 
ne di e;, l’effettore allosterico dell’enzima modifican- 
te F, può determinare una variazione molto più gran- 
de nel rapporto [Eg]/[Elr, la frazione di enzima E 
‘nella forma attiva. In altre parole, la cascata amplifi- 


(a) 
Meno Più 
attivo attivo 
À 
pi | H0 
Meno eu Più 
attivo R +02 ; attivo 
(b) 


< K, k; a: 
ATP +F 0 1+B=SMY ATE -F-e;—>F e, +[f]+ADP ) 


K k 
R-e,+i==M-R-e; suo ui Ra? 


Figura 17.11 (a) Una cascata monociclica. F ed R sono gli enzimi 
che modificano e che demodificano. Essi sono convertiti allosterica- 
mente da una forma inattiva a una attiva mediante il legame dei loro 


effettori e; ed e. L'enzima bersaglio E è più attivo nella forma mo- 


dificata (E,) e meno attivo nella forma non modificata (Ep). Le frecce 
tratteggiate stanno ad indicare l’azione catalitica sulle reazioni verso 
cui sono rivolte. (b) Le equazioni chimiche per l’interconversione delle 
forme non modificata e modificata dell'enzima bersaglio. 
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Figura 17.12 Una cascata biciclica. Vedere la legenda della Fig. 17.11 
per la definizione dei simboli. In una cascata biciclica uno degli enzi- 
mi modificanti (F,) è pure soggetto a modificazioni chimiche. Esso 
è più attivo nello stato modificato (F2,) ed inattivo nello stato non 
modificato (F2p). 


ca la sensibilità del sistema a un effettore alloste- 
rico. 

Per ora abbiamo visto la modificazione covalente 
di un solo enzima, una cascata monociclica. Imma- 
giniamo ora una cascata biciclica che produca mo- 
dificazioni covalenti sia dell'enzima modificante (E) 
che dell’enzima metabolico bersaglio (E) (Fig. 17.12). 
Come ci si può aspettare, il potenziale di amplifica- 
zione del segnale, e., e la flessibilità di controllo di 
questo sistema diventano enormi. 

Le attività della glicogeno fosforilasi e della glicoge- 
no sintasi sono controllate da cascate bicicliche. Con- 
sideriamo ora l’interconversione enzimatica che av- 
viene in queste cascate bicicliche. Cercheremo di con- 
centrare la nostra attenzione sulle modificazioni co- 
valenti della glicogeno fosforilasi e della glicogeno 
sintasi e su come queste modificazioni strutturali al- 
terano le interazioni dei loro effettori allosterici. Cer- 
cheremo anche di caratterizzare i vari enzimi modi- 
ficanti che operano all’interno delle cascate e i loro 
rapporti con gli effettori allosterici specifici. Infine, 
vedremo come le varie cascate cicliche del metaboli- 
smo del glicogeno operano in condizioni fisiologiche 
diverse. 
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C. Cascata biciclica 
della glicogeno fosforilasi 


Nel 1938, Carl e Gerti Cori scoprirono che la 
glicogeno fosforilasi esiste in due forme, la forma b 
che necessita di AMP per esprimere l’attività cataliti- 
ca, e la forma a che è attiva anche senza AMP. Ci 
sono però voluti altri venti anni di studi e di svilup- 
po delle tecniche di chimica delle proteine per arri- 
vare alla scoperta di Edwin Krebs e di Edmund Fi- 
scher, nel 1959, i quali dimostrarono che le due for- 
me di fosforilasi, a e b, corrispondono a una protei- 
na con uno specifico residuo di serina (Ser 14) rispet- 
tivamente nella forma fosforilata o defosforilata. 


La glicogeno fosforilasi: 
l’enzima bersaglio della cascata 


L’attività della glicogeno fosforilasi viene con- 
trollata allostericamente mediante l’azione attivatri- 
ce dell’AMP ed inibitrice dell'ATP, del GGP e del glu- 
cosio (paragrafo 17.3A). In aggiunta a questa regola- 
zione allosterica, vi è anche il controllo da intercon- 
versione enzimatica mediata dall’azione di tre enzimi: 


1. Fosforilasi chinasi, che fosforila specificamente 
il residuo di Ser 14 della glicogeno fosforilasi b. 

2. Proteina chinasi cAMP dipendente, che fosfo- 
rila e quindi attiva la fosforilasi chinasi. 

3. Fosfoproteina fosfatasi-1, che defosforila e quin- 
di inattiva sia la glicogeno fosforilasi che la fosfo- 
rilasi chinasi. 


In un sistema enzimatico interconvertibile, alla for- 
ma «modificata» dell’enzima è assegnato il prefisso 
m ed alla forma «originale « (non modificata) dell’en- 
zima il prefisso 0, mentre le forme enzimatiche più 
e meno attive vengono indicate con i suffissi a e b. 
La o-fosforilasi b (non modificata e meno attiva) è 
la forma controllata allostericamente dall’AMP, dal- 
lATP e dal GGP (Fig. 17.9). La fosforilazione produce 
la m-fosforilasi a (modificata e più attiva), ma rimuo- 
ve tutti gli effetti di questi modulatori allosterici. Se- 
condo il modello simmetrico dell’allosterismo (para- 
grafo 9.4), la fosforilazione della Ser 14 sposta l’equi- 
librio tra gli stati T (inattivo)== R (attivo) dell’enzi- 
ma a favore dello stato R (Fig. 17.9). Quindi, il grup- 
po fosforico sulla Ser 14 della fosforilasi a è analogo 
a un attivatore allosterico: promuove il legame del 
segmento N-terminale con struttura non ordinata del- 
la proteina all’interfaccia in un modo che ricorda quel- 
lo dell’effettore allosterico AMP (Fig. 17.10) e facilita. 
lo spostamento dell’equilibrio T=® R. 
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Inibitore d inibitore a 
(della o-fosfoproteina (della m-fosfoproteina 
fosfatasi) %8%T_< fosfatasi) 


Nelle cellule a riposo, le concentrazioni di ATP e 
G6P sono sufficientemente elevate da inibire la glico- 
geno fosforilasi b. I livelli di attività fosforilasica so- 
no quindi determinati in gran parte dalla frazione 
di enzima presente sotto forma di fosforilasi a. Come 
ci dice l'equazione [17.A1], la frazione di enzima fo- 
sforilato (E) allo stato stazionario dipende dalle atti- 
vità relative della fosforilasi chinasi (F) e della fosfo- 
proteina fosfatasi-1 (R; da non confondere con uno 
stato allosterico). Queste interdipendenze compongo- 


È Proteina chinasi 
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=. (attiva) A 
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i Fosfoproteina È 
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Pic Ha0 ci ; 


# Inibitore a. della î 
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fosfatasi-1 ie 
i fosfatasi 


(inattiva) 


Figura 17.13 Rappresentazione schematica dei sistemi di modifica- 
zione/demodificazione enzimatica coinvolti nel controllo del meta- 
bolismo del glicogeno. | sistemi di modificazione sono ombreggiati 
in viola, quelli di demodificazione sono ombreggiati in giallo, mentre - 
gli enzimi bersaglio sono in verde. Le frecce colorate indicano le 
facilitazioni di una reazione di modificazione o di demodificazione. 
Notate che l’attività della glicogeno fosforilasi è controllata da una 
cascata enzimatica biciclica (a sinistra) e l’attività della glicogeno sin- 
tasi è controllata da una cascata enzimatica sia monociclica che bici- 
clica (a destra). Per convenzione, la forma modificata dell'enzima ha 


più attive e meno attive degli enzimi in questione sono indicate ri- 
spettivamente dai suffissi a e b. 


no un quadro piuttosto elaborato. Vediamo ora l’a- 
zione di questi enzimi. 


Fosforilasi chinasi: coordinazione dell’attivazione 
dell’enzima con i livelli di Ca** 


La fosforilasi chinasi, che converte la fosforila- 
si b in fosforilasi a, viene attivata da concentrazioni 
di Ca?+ dell’ordine del 10-"m ed è a sua volta sog 
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getta a modificazioni covalenti (Fig. 17.13). Perché la 
fosforilasi chinasi sia attiva, deve essere presente 
Ca?* e la proteina deve essere fosforilata. Questo en- 
zima con una massa di 1200 kD contiene quattro su- 
bunità non identiche che formano l’oligomero attivo 
(aBòva- 

La subunità y isolata conserva tutta l’attività catali- 
tica (la capacità di convertire la fosforilasi b in fosfo- 
rilasi a), mentre le subunità a, 8 e è si comportano 
invece da inibitori della reazione. La subunità è, nota 
come calmodulina, conferisce la sensibilità al calcio 
del complesso. 

Quando il Ca?* si lega ai quattro siti di legame per 
il Ca?+ della calmodulina, questa proteina regolatri- 
ce, ubiquitaria negli eucarioti, va incontro ad una 
notevole modificazione conformazionale (paragrafo 
18.3B) che attiva la fosforilasi chinasi. Anche la glico- 
geno fosforilasi diventa quindi fosforilata e la veloci- 
tà della demolizione del glicogeno aumenta. 

Il significato fisiologico di questo processo di attiva- 
zione da Ca?* sta nel fatto che la contrazione del 
muscolo viene innescata da un aumento transitorio 
della concentrazione citosolica del Ca?* (paragrafo 
34.3C). La velocità della demolizione del glicogeno è 
quindi legata alla velocità di contrazione del musco- 
lo. Questo è un collegamento importante in quanto 
nel muscolo la demolizione del glicogeno fornisce so- 
stanze combustibili alla glicolisi la quale genera poi 
ATP necessario alla contrazione muscolare. 

Sia la subunità « che la subunità 8 della fosforilasi 
chinasi contengono siti di fosforilazione; la massima 
attività viene raggiunta in presenza di Ca?* quando 
i siti di entrambe le subunità sono nello stato fosfori- 
lato. i 


Proteina chinasi cAMP dipendente: 
un punto di regolazione cruciale 


Sia nella cascata della glicogeno fosforilasi che 
nella cascata della glicogeno sintasi il segnale intra- 
cellulare primario è l’adenosina monofosfato-3 ‘- 
5°-ciclico (CAMP). 

La concentrazione di cAMP in una cellula dipende 
dalla velocità della sua sintesi catalizzata dall’adeni- 
lato ciclasi, partendo dall’ATP, e dalla sua velocità 
di demolizione ad AMP ad opera di una fosfodie- 
sterasi specifica (vedi formula a destra: in alto): 
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ATP 


PP; Adenilato ciclasi 


NHy 


AMP-3°-5’-ciclico 


(cAMP) 
H,0 Fosfodiesterasi 
NHy 


Il cAMP È essenziale per l’attività della proteina chi- 
nasi CAMP dipendente, un enzima che fosforila spe- 
cifici residui di Ser o di Thr in numerose proteine, 
comprese la fosforilasi chinasi (sia la subunità a che 
8) e la glicogeno sintasi. In assenza di cAMP, l’enzi- 
ma è un tetramero inattivo costituito da due subuni- 
tà regolatrici e da due subunità catalitiche, RC. Il 
CAMP si lega alle subunità regolatrici e determina 
la dissociazione dei monomeri catalitici attivi (Fig. 
17.13; in alto). La concentrazione intracellulare di 
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CAMP è quindi responsabile della frazione di protei- 
na chinasi nella forma attiva e di conseguenza della 
velocità con cui viene fosforilato il suo substrato. In- 
fatti, in tutti gli eucarioti, gli effetti fisiologici del 
cAMP vengono esercitati attraverso l’attivazione di 
specifiche proteine chinasi. 


Fosfoproteina fosfatasi-1 


[746]1 livelli di fosforilazione stazionari della mag- 
gior parte degli enzimi che partecipano a una casca- 
ta ciclica sono mantenuti dalle opposte attività di fo- 
sforilazione catalizzata da una chinasi e di defosfori- 
lazione catalizzata dalla fosfoproteina fosfatasi-1. Que- 
st’ultimo enzima catalizza l’idrolisi dei gruppi fosfo- 
rici dalle forme m della glicogeno fosforilasi a, dalle 
subunità a e 8 della fosforilasi chinasi e, come vedre- 
mo in seguito, da altre due proteine coinvolte nel 
metabolismo del glicogeno. 

La fosfoproteina fosfatasi-1 viene inibita dal lega- 
me della proteina nota come inibitore della fosfo- 
proteina fosfatasi. Questa proteina rappresenta un 
altro esempio di controllo mediante l’interconversio- 
ne enzimatica: anch’essa viene modificata dalla pro- 
teina chinasi cAMP dipendente e demodificata dalla 
fosfoproteina fosfatasi-1 (Fig. 17.13, in basso), anche 
se in questo caso è una Thr ad essere fosforilata e 
defosforilata, invece di una Ser. La proteina funzio- 
na da inibitore soltanto quando è nella forma fosfori- 
lata. La concentrazione di cAMP controlla quindi la 
quantità della forma fosforilata di un enzima non 
soltanto aumentando la velocità con cui viene fosfori- 
lato, ma anche diminuendo la velocità con cui viene 
defosforilato. Nel caso della glicogeno fosforilasi un 
aumento della [cAMP] determina un incremento nella 
velocità di attivazione dell’enzima e un decremento 
nella velocità di deattivazione. 

L’attività della fosfoproteina fosfatasi-1 viene anche 
controllata dal legame alla m-fosforilasi a. Studi ai 
raggi X hanno stabilito che la fosforilasi subisce una 
notevole modificazione conformazionale passando 
dallo stato T allo stato R. Forse il principale ‘sposta- 
mento in questa modificazione conformazionale è 
quello del gruppo fosforico legato alla Ser 14 che passa 
dalla superficie dell'enzima nello stato T (inattivo) 
ad una posizione sepolta, alcuni àngstròm più in bas- 
so della superficie della proteina, nell’enzima allo stato 
R (attivo) (Fig. 17.10). Sia la forma R che la forma 
T della fosforilasi a legano saldamente la fosfoprotei- 
na fosfatasi-1, ma soltanto nell’enzima allo stato T 
il gruppo fosforico della Ser 14 è accessibile alla fo- 
sfatasi che lo idrolizza e converte la fosforilasi a in 
fosforilasi b. Quando la fosforilasi è nella forma R 
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sottrae la fosfoproteina fosfatasi-1 dall'ambiente. Nel- 
le condizioni in cui la fosforilasi a si converte nello 
stato T (paragrafo 17.3G), la fosfoproteina fosfatasi-1 
può idrolizzare il gruppo fosforico della Ser 14 ora 
esposto convertendo la m-fosforilasi a in o-fosforilasi 
b, che ha una bassa affinità di legame per la fosfo- 
proteina fosfatsi-1. Un effetto della demodificazione 
della fosforilasi a è quindi la scomparsa dell’inibizio- 
ne della fosfoproteina fosfatasi-1, mediante il suo ri- 
lascio dalla fosforilasi e la possibilità che ora ha di 
agire su altre fosfoproteine dell'ambiente. Poiché la 
glicogeno fosforilasi è 10 volte più rappresentata della 
fosfoproteina fosfatasi-1, il suo rilascio avviene quan- 
do più del 90% della glicogeno fosforilasi è nella for- 
ma di o-fosforilasi b. La glicogeno sintasi è tra le 
proteine che vengono defosforilate dalla fosfopro- 
teina fosfatasi-1, quando quest’ultima viene rilascia- 
ta dalla fosforilasi. Contrariamente a quanto accade 
alla fosforilasi, la defosforilazione attiva la glicoge- 
no sintasi. Questo enzima è coinvolto in un’altra ca- 
scata biciclica, le cui proprietà sono esaminate più 
avanti. 


D. Cascata biciclica 
della glicogeno sintasi 


Come la glicogeno fosforilasi, la glicogeno sin- 
tasi può esistere in due forme interconvertibili: 


1. La forma modificata (m; fosforilata) che è inattiva 
nelle condizioni fisiologiche (la forma b). 

2. La forma originale (0; defosforilata) che è attiva 
(la forma a). 


La m-glicogeno sintasi b viene regolata allosterica- 


‘ mente: essa è inibita fortemente da concentrazioni 


fisiologiche di ATP, ADP e P;. Questa inibizione può 
essere rimossa dal GGP, ma soltanto a concentrazioni 


non fisiologiche sopra i 10mm. Poiché nel muscolo . 


la concentrazione di G6P non supera valori di 
0,2-0,4mm, l’enzima modificato è quasi completamen- 
te inattivo nella cellula (in vivo). L’attività dell’enzi> 


ma non modificato è invece essenzialmente indipen- ‘ .. 


dente da questi effettori e quindi l’attività della gli- 
cogeno sintasi nella cellula dipende dalla frazione di 
enzima nella forma non modificata. 

I dettagli meccanicistici dell’interconversione della 
glicogeno sintasi tra la forma non modificata e la for- 
ma modificata sono particolarmente complessi e non 
ancora chiariti come quelli della glicogeno fosforila- 
si. Risulta chiaro però che la frazione di enzima non 
modificato dipende in parte da una cascata biciclica 


a cui partecipano la fosforilasi chinasi e la fosfopro- 


UL 


teina fosfatasi-1, enzimi che fanno parte anche della 
cascata biciclica della glicogeno fosforilasi (Fig.17.13; 
a destra). Altre sei proteine chinasi sono però inte- 
ressate, almeno in parte, alla deattivazione della gli- 
cogeno sintasi del muscolo umano, fosforilando que- 
sto omodimero a livello di uno o più dei suoi nove 
residui di Ser presenti in ogni subunità (di 737 resi- 
dui amminoacidici). Tra questi enzimi sono compre- 
si: la proteina chinasi cAMP dipendente; in questo 
caso la deattivazione della glicogeno sintasi può esse- 
re considerata come una cascata monociclica; la pro- 
teina chinasi calmodulina dipendente, che viene 
attivata dalla presenza di calcio; la proteina chinasi 
C, che risponde alla presenza extracellulare di alcuni 
ormoni mediante un meccanismo descritto nel para- 
grafo 34.4B; la glicogeno sintasi chinasi-3, il cui 
meccanismo di attivazione è ancora sconosciuto. Il 
motivo per cui la deattivazione della glicogeno sinta- 
si è regolata in un modo così elaborato, se paragona- 
ta alla sua attivazione oppure al meccanismo di atti- 
vazione/deattivazione della glicogeno fosforilasi è un 
problema ancora non risolto, ma qualunque esso sia, 
il sistema è in grado di monitorare efficacemente lo 
stato metabolico dell’organismo. 


E. Integrazione dei meccanismi di controllo 


.del metabolismo del glicogeno 


La sintesi e la degradazione netta del glicogeno 
e la velocità di questi processi dipendono dal rappor- 
to tra le forme attive della glicogeno sintasi e della 
glicogeno fosforilasi, che a sua volta dipende dalle 
velocità delle reazioni di fosforilazione e di defosfo- 
rilazione delle due cascate bicicliche. Questi mecca- 
nismi, di cui uno controlla la velocità di demolizione 
e l’altro la velocità di sintesi del glicogeno, sono col- 
legati l’uno all’altro. Questa dipendenza è dovuta al- 
la proteina chinasi cAMP dipendente e alla fosforila- 
si chinasi che, mediante fosforilazione, attivano la fo- 
sforilasi e inattivano la glicogeno sintasi. Le cascate 
sono anche collegate dalla fosfoproteina fosfatasi-1, 
che viene inibita dalla fosforilasi a e quindi è incapa- 
ce di attivare (defosforilare) la glicogeno sintasi a me- 
no che non abbia prima inattivato (per defosforila- 
zione) la fosforilasi a. 


Gli ormoni innescano il metabolismo 
del glicogeno 


Il metabolismo del glicogeno nel fegato viene 
controllato in ultima analisi dall’ormone polipeptidi- 
co glhucagone. 
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Nel muscolo e in altri tessuti il controllo viene eserci- 
tato dagli ormoni adrenalinici adrenalina (epine- 
frina) e noradrenalina (norepinefrina). 
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Earl Sutherland stabilì che questi ormoni agiscono 


| sulla superficie della cellula stimolando l’adenilato ci- 


clasi, aumentando quindi la [cAMP], che poi agisce 
all’interno della cellula come un secondo messag- 
gero, cioè come un mediatore intracellulare del mes- 
saggio ormonale (il meccanismo di attivazione della 
adenilato ciclasi viene trattato nel paragrafo 34.4B). 
In seguito a questa scoperta, fu possibile stabilire che 
il cAMP, che è presente in tutte le forme di vita, 
è un elemento di controllo essenziale in molti pro- 
cessi biologici. 

Quando la stimolazione ormonale operata dal glu- 
cagone o dall’adrenalina porta ad un incremento della 
concentrazione di CAMP, l’attività della proteina chi- 
nasi cAMP dipendente aumenta, in parallelo alla fo- 
sforilazione di molte proteine e ad una diminuzione 
della loro velocità di defosforilazione. Un decremen- 
to della velocità di defosforilazione determina, come 
abbiamo visto prima, una maggiore fosforilazione del- 
l’inibitore della fosfoproteina fosfatasi, che poi bloc- 
ca la fosfoproteina fosfatasi-1. Anche un aumento del- 
la quantità di fosforilasi a contribuisce all’inibizione 
della fosfoproteina fosfatasi. 

Per effetto delle proprietà amplificatrici delle casca- 
te cicliche, una piccola variazione della concentrazio- 
ne di cAMP determina un notevole cambiamento nel- 
la frazione di enzimi presenti nelle loro forme fosfo- 
rilate. Quando una grande quantità degli enzimi del 
metabolismo del glicogeno sono presenti nella loro 
forma fosforilata, il flusso metabolico è nella direzio- 
ne della demolizione del glicogeno, in quanto la gli- 
cogeno fosforilasi è attiva e la glicogeno sintasi è inat- 
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tiva. Quando invece la [cAMP] diminuisce, la veloci- 
tà di fosforilazione diminuisce anch’essa mentre la 
velocità di defosforilazione aumenta, incrementando 
la frazione di enzimi nella loro forma defosforilata. 
L’attivazione della glicogeno sintasi e l’inibizione della 
glicogeno fosforilasi, che si viene a generare, deter- 
mina l’inversione del flusso metabolico verso la sin- 
tesi netta di glicogeno. 


F. Mantenimento dei livelli di glucosio 
nel sangue 


Una funzione importante del fegato è il mante- 
nimento a valori costanti (intorno a 5mm) della con- 
centrazione di glucosio nel sangue, la principale so- 
stanza nutriente del cervello. Quando la concentra- 
zione di glucosio nel sangue va sotto questo livello, 
di solito durante uno sforzo prolungato oppure qual- 
che tempo dopo avere completato la digestione di 
un pasto, il fegato rilascia glucosio nel flusso sangui- 
gno. Il processo viene mediato dall’ormone glucago- 
ne nel modo seguente: 


1. Le basse concentrazioni di glucosio inducono le 
cellule a del pancreas a secernere glucagone nel 
flusso sanguigno. 

2. I recettori per il glucagone sulla superficie delle 
cellule del fegato rispondono alla presenza del- 
l’ormone attivando l’adenilato ciclasi e quindi au- 
mentando la concentrazione di cAMP nelle cellule. 

3. L'aumento di [cAMP] innesca, come abbiamo vi- 
sto prima, un aumento della velocità della demo- 
lizione del glicogeno che porta ad un incremento 
della concentrazione di GGP. 

4. Il GGP, al contrario del glucosio, non può attra- 
versare le membrane cellulari. Il fegato però non 
utilizza il glucosio come principale fonte energe- 
tica e possiede l’enzima glucosio-6-fosfatasi, che 
idrolizza il GGP: 


G6P + H,0 —> glucosio + P; 


Il glucosio prodotto entra nel flusso sanguigno, 
innalzando la concentrazione di glucosio nel san- 
gue. Le cellule del muscolo e del cervello manca- 
no di glucosio-6-fosfatasi e quindi mantengono tut- 
to il GGP all’interno. 


Come fa questo sistema così delicatamente bilanciato 
a rispondere agli aumenti della [glucosio] nel sangue? 
Quando lo zucchero nel sangue è alto, di solito subi- 
to dopo la digestione di un pasto, i livelli di glucago- 
ne diminuiscono e l'ormone polipeptidico insulina 


Attività enzimatica 
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n Fosforilasi a 


“ Glicogeno sintasi 


Tempo dopo l’infusione di glucosio (minuti) 


Figura 17.14 Le attività enzimatiche della fosforilasi a e della glicog 
no sintasi nel fegato di topo in seguito ad infusione di glucosio. La 


fosforilasi a viene rapidamente inattivata e, qualche tempo dopo, vie-. 


ne attivata la glicogeno sintasi. (Fonte: STALMANS, W., De WuLF, H., 
Hue, L. e Hers, H.-G., Eur. /. Biochem., 41, p. 129, 1974.) È 


(Fig. 6.2) viene rilasciato dalle cellule 8 del pancreas. 
La velocità del trasporto del glucosio attraverso la 


membrana di molti tipi di cellule aumenta in rispo- 


sta all’insulina (paragrafo 18.2D). Anche se il mecca: 
nismo d’azione dell’insulina è molto complesso e non 
ancora noto (paragrafo 34.4B), si pensa che il mes- 
saggero a cui risponde il metabolismo del glicogeno 
sia la stessa molecola del glucosio. Il glucosio inibisce 
la fosforilasi legandosi soltanto al sito attivo dello 
stato T inattivo dell’enzima, con un meccanismo di- 
verso da quello del substrato. La presenza di gluco- 
sio favorisce quindi lo spostamento dell’equilibrio 
T==R verso lo stato T (Fig. 17.9). Questa modifica 
zione di conformazione porta all’esposizione del grup- 
po fosforico legato alla Ser 14 sulla superficie dell’en- 
zima che può essere idrolizzato dalla fosfoproteina 
fosfatasi-1. Un aumento della concentrazione di glu- 
cosio determina quindi l’inattivazione della glicoge- 
no fosforilasi a, mediante la sua conversione in fo- 
sforilasi b (Fig. 17.14). Il concomitante rilascio di fo- 
sfoproteina fosfatasi-1 (ricordiamoci che si lega in mo- 
do specifico alla fosforilasi a) porta all’attivazione (de- 
fosforilazione) della m-glicogeno sintasi b. A concen- 
trazioni di glucosio superiori a circa 7mm, questo pro- 
cesso inverte la direzione del flusso del metabolism@ 


Al) 
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del glicogeno. Il fegato è quindi in grado di conser- 


vare l'eventuale eccesso di glucosio sotto forma di 


glicogeno. 


La glucochinasi forma G6P a una velocità 
proporzionale alla concentrazione di glucosio 


La funzione del fegato di «tamponare» la [glu- 
cosio] nel sangue è resa possibile dal fatto che questo 
organo contiene una variante dell’esochinasi (il pri- 
mo enzima glicolitico) noto come glucochinasi. L’e- 
sochinasi della maggior parte delle cellule ha un’ele- 
vata affinità per il glucosio (Ky<0,1mM) e viene ini- 
bita dal prodotto della sua reazione, il GGP. La gluco- 
chinasi al contrario ha un’affinità molto più bassa 
per il glucosio (Ky di circa 5mm) e quindi la sua at- 
tività è proporzionale alla concentrazione del gluco- 
sio nel sangue nell’ambito dei valori fisiologici (Fig. 
17.15). La glucochinasi inoltre non viene inibita dal 
G6P. Di conseguenza, più la concentrazione di gluco- 
sio è elevata, più rapida sarà nel fegato la conversio- 
ne del glucosio a GGP (le cellule del fegato sono libe- 
ramente permeabili al glucosio e il trasporto dello 
zucchero non viene influenzato dall’insulina). A bas- 
se concentrazioni di glucosio, il fegato non compete 
con altri tessuti per il poco zucchero disponibile; in- 
vece, quando le necessità degli altri organi sono sod- 
disfatte, a concentrazioni di zucchero elevate, il fe- 
gato converte il glucosio in glicogeno. 

La fosfoglucomutasi, che ha un’attività sufficiente- 
mente elevata da equilibrare il suo substrato con il 
prodotto e può quindi funzionare in entrambe le di- 


Esochinasi 


Glucochinasi 


Attività enzimatica 


0 5 10 15 20 
Concentrazione di glucosio (mm) 


da 17.15 Confronto tra le attività enzimatiche relative dell’eso- 
Sa e della glucochinasi a valori della concentrazione di glucosio 
nell'ambito fisiologico. La Ky per il glucosio della glucochinasi è mol- 
to più alta di quella della esochinasi. 


rezioni, trasforma il GGP in G1P, che viene poi incor- 

porato nel glicogeno. Alcune di queste molecole di 

G6P vengono riconvertite in glucosio ad opera della 

glucosio-6-fosfatasi in un meccanismo che ricorda un 

ciclo «futile». Questo è il prezzo energetico che biso- 

gna pagare per «tamponare» la concentrazione di glu- 
*cosio nel sangue. 


Il fruttosio-2,6-bisfosfato attiva la glicolisi 
[752]Il B-n-fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6BP) 


—*03P_0H2C _o_ 0—P07 


H HO 
H CH,0H 
HO H 


8-p-fruttosio-2,6-bisfosfato 
(E2,6P) 

è pure un importante fattore di mantenimento della 
concentrazione di glucosio nel sangue. Il F2,6BP, che 
non è un metabolita della glicolisi, è un attivatore 
estremamente potente della fosfofruttochinasi (PFK) 
degli animali ed un inibitore altrettanto importante 
della fruttosio bisfosfatasi (FBPasi). Il F2,6P fu sco- 
perto nel 1980 indipendentemente da Emile Schaf- 
tingen e Henri-Géry Hers in Belgio e da Kosaku Uye- 
da in Giappone; questo composto stimola il flusso gli- 
colitico (il ciclo del substrato F6P-FBP è stato discusso 
nel paragrafo 16.4B). 

La concentrazione di F2,6P nella cellula dipende dal 
bilancio tra le sue velocità di sintesi e di degradazio- 
ne catalizzate rispettivamente dalla fosfofruttochi- 
nasi-2 (PFK-2) e dalla fruttosio bisfosfatasi-2 
(FBPasi-2) (Fig. 17.16). 

Queste attività enzimatiche, localizzate sulla stessa 
proteina omodimerica con una massa di 100 kD, so- 
no soggette anch’esse a fosforilazione e defosforila- 
zione ad opera della proteina chinasi cAMP dipen- 
dente e della fosfoproteina fosfatasi-1. La fosforila- 
zione dell’enzima del fegato a livello di uno specifico 
residuo di Ser inibisce l’attività della PFK-2 ed attiva 
l’attività della FBPasi-2. Quindi, il rilascio dalle cellu- 
le a del pancreas di glucagone in risposta a bassi li- 
velli di glucosio nel sangue porta, mediante un au- 
mento della concentrazione di cAMP, a una diminu- 
zione della concentrazione dal F2,6P nel fegato. Que- 
sta situazione, a sua volta, determina un decremento 
nell’attività della PFK e quindi ad una inibizione del- 
la glicolisi. Il G6P che viene formato dalla concomi- 
tante stimolazione della demolizione del glicogeno 
viene convertito in glucosio e secreto, come abbiamo 
visto prima, piuttosto che essere metabolizzato. Con- 
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ATp PFK-2 (defosfoenzima) pp 


2o3P-0—CH, o__ OH 


H HO 
H CH0H 


HO H 


B-p-fruttosio-6-fosfato 


del fegato 
<< —?203P_ O— HyC o 


O—PO3" 


H HO 
H CH,0H 


Ho H_H 


B-D-fruttosio-2,6-bisfosfato 


(ESP) Pe (EBP) 
FBPasi-2 (fosfoenzima) 


Pi del fegato 


Figura 17.16 La formazione e la degradazione del £-D- 
fruttosio-2,6-bisfosfato catalizzate dalla PFK-2 e dalla FBPasi-2, due 
attività enzimatiche presenti sulla stessa proteina. La defosforilazione 
dell'enzima presente nel fegato attiva la PFK-2 ed inattiva la FBPasi-2. 


temporaneamente la deinibizione della FBPasi dovu- 
ta alla diminuzione della [F2,6P] stimola la gluco- 
neogenesi, cioè la formazione di glucosio da pre- 
cursori non saccaridici come gli amminoacidi, attra- 
verso una via che in effetti inverte il flusso della via 
glicolitica (paragrafo 21.1). Questo processo rappre- 
senta una secondo modo per produrre glucosio. Quan- 
do invece la concentrazione di glucosio nel sangue 
è alta, i livelli di CAMP diminuiscono, l’enzima epati- 
co PFK-2/FBPasi-2 viene defosforilato dalla fosfopro- 
teina fosfatasi-1, con un’attivazione della PFK-2 che 
determina un aumento della [F2,6P]. La PFK ora di- 
venta attiva, mentre la FBPasi risulta inibita e il flus- 
so glicolitico netto si inverte di nuovo da quello glu- 
coneogenetico a quello glicolitico. 

Il controllo metabolico esercitato dal F2,6P nel mu- 
scolo cardiaco è diverso da quello nel fegato. Nel mu- 
scolo cardiaco, l’aumento della demolizione del gli- 
cogeno è coordinato con un aumento della glicolisi 
e non con la secrezione di glucosio. Ciò avviene in 
quanto la fosforilazione dell’enzima PFK-2/FBPasi-2, 
che nel muscolo è una forma isoenzimatica diversa 
da quella epatica, attiva-invece di inibire la PFK:2. 
Gli ormoni che stimolano la demolizione del glicoge- 
no, determinano nel muscolo cardiaco un aumento 
della concentrazione di F2,6P e quindi stimolano an- 
che la glicolisi. 


G. Risposta allo stress 


L’adrenalina e la noradrenalina, spesso chiamati 
anche ormoni del «combattimento» o della «fuga», ven- 
gono rilasciati nel flusso sanguigno dalle gliandole 
surrenali in risposta a uno stress. I recettori per l’a- 
drenalina (noti come recettori 8 adrenergici; para- 


H,0 


grafo 34.4A) presenti sulla superficie delle cellule del: 
muscolo e del fegato rispondono a questi ormoni co- 
me i recettori per il glucagone rispondono all’arrivo 
dell’ormone. Essi attivano l’adenilato ciclasi e causano’ 
quindi un aumento della concentrazione di cAMP. L’a- 
drenalina inoltre stimola le cellule pancreatiche a a’ 
secernere glucagone, che porta ad un ulteriore aumen- 
to della [CAMP] nel fegato. Il G6P prodotto in conse: 


guenza della demolizione del glicogeno entra, nel mu- 


scolo, nella via glicolitica, producendo ATP e aiutan- 
do il muscolo a superare lo stress che ha generato il' 
rilascio di adrenalina. Contemporaneamente il fegato: 
secerne glucosio nel flusso sanguigno, che servirà co- 


me altro materiale combustibile per il muscolo stesso. r 


) 


4. MALATTIE DA DISFUNZIONI 3 
NEL METABOLISMO DEL GLICOGENO 


Essendo il metabolismo del glicogeno compo- 
sto da sistemi così finemente regolati, non è sorpren- 
dente che alcuni difetti enzimatici determinati gene- 
ticamente provochino la comparsa di forme patolo- 
giche. Lo studio di questi stati morbosi e delle defi- 
cienze enzimatiche che li determinano ha fornito una 
serie di informazioni che hanno contribuito a chiari- 
re il sistema. Sotto questo aspetto, le malattie geneti- 
che possono presentare per la ricérca: notevoli van: 
taggi. D’altro canto, la caratterizzazione biochimica 


delle vie metaboliche colpite da una malattia geneti- 
ca ha portato spesso ad individuare le corrette strate- 


gie per il trattamento. Molte di queste malattie sono’ 
caratterizzate dalla deficienza ereditaria di uno de- 
gli enzimi del metabolismo del glicogeno. Alcuni di 
questi difetti sono elencati nella Tabella 17.1. 


Tipo I: deficienza di glucosio-6-fosfatasi 
Gmalattia di von Gierke) 


La glucosio-6-fosfatasi catalizza la tappa finale: 
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che porta al rilascio di glucosio nel flusso sanguigno 
da parte del fegato. 

La deficienza di questo enzima determina un au- 
mento della concentrazione di GGP e al tempo stesso 
un accumulo di glicogeno con struttura normale nel 
fegato e nel rene (ricordate che il GGP attiva la glico- 
geno sintasi e inibisce la glicogeno fosforilasi) e una 
incapacità a incrementare la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue in risposta al glucagone oppure al- 
l'adrenalina. 

I suoi sintomi comprendono un ingrossamento del 
fegato, una grave ipoglicemia (poco zucchero nel 
sangue) dopo alcune ore di digiuno e una crescita 
fortemente ritardata. Il trattamento della malattia vie- 
ne effettuato con farmaci capaci di inibire l’assunzio- 
ne di glucosio da parte del fegato per aumentare la 
concentrazione del glucosio nel sangue, con una con- 
tinua alimentazione intragastrica notturna, sempre 
per mantenere elevata la concentrazione del gluco- 
sio nel sangue, e la trasposizione chirurgica della ve- 
na porta, che normalmente alimenta direttamente il 
fegato partendo dall’intestino, in modo da far passa- 
re questo sangue ricco di zucchero nei tessuti perife- 
rici prima di entrare nel fegato. 

Quest’ultimo trattamento porta ad un duplice bene- 
ficio; cioè, consente ai tessuti di ricevere più glucosio 
e diminuisce la conservazione dello zucchero sotto 
forma di glicogeno nel fegato. Il trapianto del fegato 
ha avuto successo in alcuni pazienti in cui questo trat- 
tamento chirurgico è stato effettuato. 
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Tipo II: deficienza di a-1,4-glucosidasi (malat- 
tia di Pompe) 


Questa è la malattia del metabolismo del glico- 
geno più devastante. È dovuta ad un grosso accumu- 
lo di glicogeno con struttura normale nei lisosomi 
di tutte le cellule e porta alla morte per deficienze 
cardiorespiratorie, di solito prima del primo anno di 
vita. Non abbiamo discusso la a-1,4-glucosidasi nei 
paragrafi che riguardavano la sintesi e la demolizio- 
ne del glicogeno in quanto questa idrolasi non fa parte 
di queste vie metaboliche. Essa è presente nei lisoso- 
mi dove idrolizza il maltosio (paragrafo 10.2B) e altri 
oligosaccaridi lineari oltre alle ramificazioni esterne 
del glicogeno, formando glucosio libero. Il motivo per 
cui i lisosomi ingeriscono e degradano granuli di gli- 
cogeno è ancora sconosciuta. 


Tipo HI: deficienza di amilo-1,6-glucosidasi 
(enzima deramificante; malattia di Cori) 


In questa malattia, il glicogeno ha una struttu- 
ra anormale con catene esterne molto corte e si accu- 
mula nel fegato e nel muscolo, in quanto la mancan- 
za dell’enzima deramificante non consente una ulte- 
riore demolizione della molecola del glicogeno. An- 
che in questo caso, uno dei sintomi è l’ipoglicemia, 
ma non è così grave come nella malattia di Gierke 
(Tipo I). Il poco zucchero nel sangue dovuto a una 
minore efficienza della demolizione del glicogeno vie- 


Tipo Tessuto Nome comune Struttura del glicogeno 
I Glucosio-6-fosfatasi Fegato Malattia di von Gierke Normale 
Il . @-1,4-glucosidasi Tutti i liposomi Malattia di Pompe Normale 
Ill Amilo-1,6-glucosidasi Tutti gli organi .. Malattia di Cori Catene esterne mancanti 
(enzima deramificante) o molto corte 
IV Amilo-(1,4 —> 1,6)-transglicosilasi Fegato, Malattia di Andersen Catene molto lunghe 
(enzima ramificante) probabilmente non ramificate 
tutti gli organi 
Vv Glicogeno fosforilasi Muscolo Malattia di McArdle Normale 
VI Glicogeno fosforilasi Fegato Malattia di Hers Normale 
VII Fosfofruttochinasi Muscolo Normale 
VII Fosforilasi chinasi Fegato Malattia di Tarui Normale 
IX Glicogeno sintasi Fegato Normale, deficiente 


in quantità 


— i i ii tas i Sin, pe colora coito cit i lione gi 
* Tutti i tipi, escluso il tipo VIII, sono autosomici recessivi; il tipo VIII è legato al sesso. i 
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ne corretto con una alimentazione frequente e con 
una dieta iperproteica (in risposta alla bassa [gluco- 
sio] nel sangue, il fegato sintetizza glucosio mediante 
la gluconeogenesi, utilizzando gli amminoacidi delle 
proteine (paragrafo 21.1)). Per ragioni sconosciute, 
spesso i sintomi della malattia di Cori scompaiono 
alla pubertà. 


Tipo IV: deficienza 
di amilo-(1,4 —> 1,6)-transglicosilasi 
(enzima ramificante; malattia di Andersen) 


Questa è una delle malattie del metabolismo del 
glicogeno più gravi; i pazienti colpiti solo di rado 
sopravvivono oltre i quattro anni a causa di disfun- 
zioni epatiche. La concentrazione del glicogeno nel 
fegato non è aumentata, ma la sua struttura è anor- 
male, con lunghe catene non ramificate dovute alla 
mancanza dell’enzima ramificante. La mancanza di 
ramificazioni diminuisce la solubilità della molecola 
del glicogeno. È stato proposto che il danno epatico 
in questi casi sia prodotto da una reazione immune 
contro un «corpo estraneo», riconosciuto nel glicoge- 
no anormale. 


Tipo V: deficienza di fosforilasi nel muscolo 
(malattia di McArdle) 


Abbiamo citato questa malattia in precedenza 
parlando del fatto che la sintesi e la demolizione del 
glicogeno devono essere portate avanti da vie meta- 
boliche diverse (paragrafo 17.2). Il sintomo principa- 
le di questa malattia, che si manifesta più gravemen- 
te negli adulti giovani, sono dolorosi crampi musco- 
lari dopo un qualunque esercizio. Questa situazione 
risulta dall’incapacità che il sistema di demolizione 
del glicogeno ha nel produrre una quantità sufficiente 
di rifornimento energetico in segiuto all’accresciuta 
domanda di ATP dovuta all’attività muscolare. Studi 
non invasivi con 3!P all’NMR sui muscoli dell’avam- 
braccio hanno confermato questa conclusione, dimo- 
strando che l’esercizio provoca nel pazienti con la 
malattia di McArdle un’anormale incremento della 
concentrazione di ADP, se paragonato a individui nor- 
mali (Fig. 17.17). Se questi pazienti continuano nello 
sforzo muscolare, i crampi cessano. Questo effetto 
è probabilmente dovuto alla vasodilatazione che au- 
menta l’apporto di glucosio e di acidi grassi dal san- 
gue al muscolo. In questi pazienti la glicogeno fosfo- 
rilasi nel fegato è normale; ciò implica che nel fegato 
e nel muscolo siano presenti isoenzimi diversi della 
glicogeno fosforilasi (gli issenzimi sono enzimi strut- 
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Individui 
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Figura 17.17 La concentrazione di ADP nei muscoli dell’avambrac- 
cio umano durante il riposo oppure in seguito a esercizio muscolare 
in individui normali e in pazienti con la malattia di McArdle. La con- 
centrazione di ADP è stata determinata con misure di 3'P all'NMR 
direttamente nell’avambraccio. (Fonte: RabDA, G.K., Biochem. Soc. 
Trans., 14, p. 522, 1986.) 


turalmente simili che catalizzano la stessa reazione, 
ma sono codificati da geni diversi). 


Tipo VI: deficienza di fosforilasi nel fegato 
(malattia di Hers) 


I pazienti con una deficienza di fosforilasi nel 


fegato hanno sintomi simili a quelli delle forme leg- ‘ 
gere della malattia del glicogeno Tipo I. L’ipoglice- - 
mia in questo caso è dovuta alla incapacità della gli- 
cogeno fosforilasi di rispondere alla necessità di una 


produzione di glucosio da parte del fegato. 


Tipo VII: deficienza di fosfofruttochinasi 
nel muscolo 


Una deficienza dell’enzima glicolitico fosfofrut- 
tochinasi nel muscolo porta ad un accumulo dei me- 
taboliti glicolitici GGP e F6P. Le elevate concentrazio- 
ni di G6P attivano la glicogeno sintasi (il GGP attiva 
la glicogeno sintasi ed inattiva la glicogeno fosforila- 
si) e l'enzima UDP-glucosio pirofosforilasi (il GGP è 


in equilibrio con il G1P, un substrato di questo enzi- 
ma) e quindi il glicogeno si accumula nel muscolo. . 
Altri sintomi sono simili a quelli della malattia del : 


metabolismo del glicogeno Tipo V, la deficienza di 
fosforilasi muscolare, in quanto la deficienza di PFK 
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impedisce alla glicolisi di procedere e quindi di ri- 
fornire adeguatamente il muscolo di ATP. 


Tipo VII: deficienza di fosforilasi chinasi 
nel fegato (malattia di Tarui) 


[762] Alcuni individui con i sintomi della malattia 
del metabolismo del glicogeno Tipo VI hanno nel fe- 
gato una fosforilasi con struttura normale. Essi sono 
però carenti in attività fosforilasi chinasica, che de- 
termina una incapacità a convertire la fosforilasi b 
in fosforilasi a. 


Tipo IX: deficienza di glicogeno sintasi 
nel fegato 


Questa è l’unica malattia del metabolismo del 
glicogeno in cui si ha una carenza invece che un’ab- 
bondanza di glicogeno. Negli individui colpiti da que- 
sta malattia l’attività della glicogeno sintasi è estre- 
mamente bassa, ma non è detto che la lesione prima- 
ria risieda nella stessa glicogeno sintasi. Altri difetti 
metabolici possono portare ad uno scompenso nella 
cascata della glicogeno sintasi. Le vere cause della ma- 
lattia del metabolismo del glicogeno Tipo IX sono an- 


cora in fase di studio. 


Cinetica di una cascata ciclica 


Nella cascata monociclica riportata nella Fig. 17.11, la frazione di enzi- 
ma bersaglio E nello stato più attivo Ea può essere espressa come: 


[Elr Ò k.{Rlre. 


KfFlr 
css 
k{Rlrez ui kfFlr 
K{K3+e) Kr 


€1 


[17.A1] 


K.(Ka + lo) 
k-{Rlres “ kg Flr 
K{Ka+ea)  K 


Ki +e 


dove [Ely =[E,]+[Ep] è la concentrazione totale di E; [Flr ed [R]y sono le con- 
centrazioni totali degli enzimi modificanti, R ed F; ei ed e) sono le concen- 
trazioni dei loro rispettivi effettori allosterici che legano con le costanti di 
dissociazione Kj e Ka; kr e k, sono le costanti di velocità delle modificazioni 
enzimatiche. Per semplicità, abbiamo ignorato la partecipazione dell'ATP 


nel processo. 


Questa relazione praticamente incomprensibile è stata riportata per dimo- 
strare che qualunque comportamento molto complesso può essere ridotto 
a termini semplici in modo da consertirci di fare alcune predizioni. La forma 
matematica dell'equazione [17.A1] è la stessa dell’equazione di Michaelis- 
Menten (equazione [13.24])): 


Vo ___kalSl 
[Elr  Kmt+IS] 
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che, come certamente ricorderemo, descrive gli effetti della concentrazione 
del substrato sulla velocità di una reazione. Quindi in analogia con l’equazio- 
ne di Michaelis-Menten, dove Ky è la concentrazione di substrato necessa- 
ria per avere metà della velocità massima, la Ky apparente nell’equazione 
[17.A1] Gil primo termine al denominatore) rappresenta la concentrazione 
di e; necessaria perché la metà di E sia nella forma attiva; quindi, 


k{The 2, 


K{(K2+€s) 
Kîpp= —TO212- _ g 
dI kRhes_, KAFlr 1 


K(Ka+ed  K; 


[17.42] 


L’equazione [17.A2] stabilisce che la concentrazione di e; necessaria a far . 


acquistare alla metà di E la forma attiva è il prodotto tra un complesso di 
costanti moltiplicate per K., la costante di dissociazione di e, da F (la con- 
centrazione di e; richiesta per convertire metà di F nella sua forma attiva; 
e,= Ki quando [F - e;]=[F]. Cerchiamo di vedere da questa analisi se le ca- 
scate cicliche sono in grado di amplificare la sensibilità di un sistema, in 
questo caso la reazione catalizzata da E, alle variazioni nella concentrazione 
di un effettore allosterico, in questo caso ei. 

Come possiamo definire questa amplificazione? L’effetto di un effettore al- 
losterico (e;) è stato amplificato se un piccolo effetto su un enzima (F) deter- 
mina un grande effetto su un altro enzima (E). Cioè, se abbiamo bisogno 
di meno e; per convertire la metà di E nella sua forma attiva di quanto 
non ne serva a convertire metà di F nella sua forma attiva, allora possiamo 
dire che l’effetto di e, è stato amplificato. Definiamo ora un fattore di am- 
plificazione, A, come il rapporto tra K; (la concentrazione di e; necessaria 
a convertire metà di F nella sua forma attiva) e KîPP (la concentrazione di 
ei necessaria perché metà di E diventi attivo). Quindi usando la relazione 
nell’equazione [17.A2] e riarrangiando: 


Ani 14 AF +09) [17.A3] 
Kjk{Rlrez 

Possediamo ora una relazione che ci consente di stabilire l’efficienza di una 
cascata ciclica nell’amplificare l’effetto di un modulatore allosterico. Vedia- 
mo cosa potrebbe diventare il fattore di amplificazione se, per restare in 
argomento, diamo i seguenti valori arbitrari, ma non certo irrealistici, alle 
costanti di velocità: k:=2k,, K,=2Kg, [Flr=2[Rlr e K2=2e. Dopo la sostitu- 
zione di questi valori nell’equazione [17.A3], vediamo che A diventa uguale 
a 25. Quindi, con questi parametri, vi è un’amplificazione di 25 volte dell’ef- 
fetto di e; su-F. Differenze maggiori tra i parametri in un senso e nel senso 
contrario del sistema potranno produrre amplificazioni ancora più elevate. 


* 


LE 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Negli animali, quando il glucosio non è necessa- 
rio come fonte di energia metabolica, esso viene con- 
servato principalmente nel fegato e nei muscoli sotto 
forma di glicogeno, un glucano con legami a(1 —> 4) 
e con ramificazioni a(1 — 6) ogni 8-12 residui. La 
demolizione del glicogeno a glucosio-6-fosfato (GGP) è 
un processo a due tappe. La glicogeno fosforilasi ca- 
talizza la fosforolisi del legame glicosidico di un resi- 
duo terminale di glucosio formando glucosio-1-fosfato 
(G1P). La fosfoglucomutasi interconverte G1P e G6P. 
La completa degradazione del glicogeno avviene ad 
opera di un enzima deramificante che catalizza il tra- 
sferimento di catene di tre residui all’estremità non 
riducente di altre catene e l’idrolisi dell’unità di glu- 
cosio che è rimasta legata con un legame a(1 —> 6). 

Il glicogeno viene sintetizzato dal G6P in una via 
diversa da quella per la sua degradazione. Il GGP vie- 
ne convertito in G1P dalla fosfoglucomutasi. L’UDP- 
glucosio pirofosforilasi utilizza l’UTP per convertire 
il G1P in UDP-glucosio, l’intermedio attivato nella sin- 
tesi del glicogeno. L’idrolisi del PP; generato nella rea- 
zione precedente a opera della pirofosfatasi inorgani- 
ca favorisce il completamento della reazione. Le uni- 
tà di glucosio sono trasferite dall’UDP-glucosio al grup- 
po C(4)-OH di un residuo terminale di una catena che 
sta crescendo per mezzo della glicogeno sintasi. Le 
ramificazioni sono prodotte per l’azione di un enzi- 
ma ramificante che trasferisce catene lineari di circa 
sette residui sul gruppo C(4)-OH di un residuo di glu- 
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cosio nella stessa catena o in altre catene del glicogeno. 

Le velocità a cui il glicogeno viene sintetizzato dalla 
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trollata in ultima analisi dagli ormoni glucagone e 
adrenalina. Questi ormoni determinano la demolizio- 
ne del glicogeno producendo un aumento della con- 
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PROBLEMI 


1. Una molecola di glicogeno contenente 10 000 residui 
di glicogeno è ramificata in media ogni dieci residui. 
Quante estremità riducenti ci saranno? 


2. L’ossidazione metabolica completa del glucosio a CO7 
e H30 rende 38 molecole di ATP (Capitolo 20). Qual 
è il costo energetico frazionale che si deve pagare 
per conservare il glucosio come glicogeno e successi- 
vamente metabolizzare il glicogeno, invece di meta- 
bolizzare direttamente il glucosio? 


3. Quali sono gli effetti delle seguenti situazioni sulle 
velocità della sintesi e della degradazione del glico- 
geno: (a) aumento della concentrazione del Ca?*, (b) 
aumento della concentrazione dell'ATP, (c) inibizio- 
ne dell’adenilato ciclasi, (4) aumento della concentra- 
zione di adrenalina, (e) aumento della concentrazio- 
ne di AMP. 


4. Dimostrate che l’attività dell’esochinasi, ma non quella 
della glucochinasi, è insensibile alla [glucosio] nelle 
condizioni fisiologiche. Calcolate il rapporto tra le 
attività della glucochinasi e della esochinasi quando 
la concentrazione [glucosio] è 2mm (ipoglicemia), 
5mm (normale) e 25mm (diabetico). Assumete che en- 
trambi gli enzimi abbiano la stessa Vmax- 


5. 


*8. 


10. 


Qual è il fattore di amplificazione in una cascata mo- 
nociclica se k;=3, K,=3Kg [Flr=3[R]r e K2=3e2? 


Paragonate le proprietà di una cascata biciclica con 
quelle di una cascata monociclica. 


La Vmax della glicogeno fosforilasi del muscolo è 
molto più alta di quella dell’enzima del fegato. Di- 
scutete il significato funzionale di questa differenza. 


Una complicazione del metabolismo del glicogeno che 
non abbiamo discusso: molte proteine chinasi, com- 
preso la fosforilasi chinasi, sono enzimi che si auto- 
fosforilano; cioè essi possono fosforilare specificamen- 
te e quindi attivare anche loro stessi. Discutete come 
si riflette questo fenomeno sul metabolismo del gli- 
cogeno, tenendo presente la possibilità che l’autofo- 
sforilazione della fosforilasi chinasi può essere un pro- 
cesso intramolecolare oppure intermolecolare. 


Spiegate i sintomi della malattia di von Gierke. 


Un campione di glicogeno da un paziente con una 
malattia epatica viene incubato con P;, glicogeno fo- 
sforilasi normale e enzima deramificante normale. 
Il rapporto tra il glucosio-1-fosfato e il glucosio libe- 
ro formato in queste reazioni è 100. Qual è il difetto 
enzimatico più probabile in questo paziente? 
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1. Termodinamica del trasporto 


2. Cinetica e meccanismi di trasporto 
A. Il trasporto non mediato 
B. Cinetica del trasporto mediato: trasporto del glucosio 
nell’eritrocita 
C. lonofori 
D. Meccanismo del trasporto mediato passivo del glucosio 


3. Il trasporto attivo guidato dall’ATP 
A. La (Na*-K+)-ATPasi della membrana plasmatica 
B. CaZ+.ATPasi 
C. La (H*-K*)-ATPasi della mucosa gastrica 
D. Traslocazione di gruppo 


4. Trasporto attivo guidato da gradienti ionici 
A. Il simporto Na*-glucosio 


B. La lattosio permeasi 
C. Il traslocatore ADP—ATP 


Il trasporto 
attraverso 
le membrane 


Il metabolismo ha luogo all’interno delle cellu- 
le che sono separate dal loro ambiente circostante 
dalle membrane plasmatiche. In aggiunta, le cellule 
eucariotiche sono divise in compartimenti da mem- 
brane intracellulari, che formano le strutture inter- 
ne dei vari organelli. Il nucleo non polare rende le 
membrane biologiche particolarmente impermeabi- 
li alla maggior parte degli ioni e delle sostanze pola- 
ri; quindi questi composti: possono attraversare la 
membrana soltanto mediante l’azione di specifiche 
proteine di trasporto. Queste proteine sono neces- 
sarie a tutti i movimenti transmembrana degli ioni, 
quali il Na*, il K*, il Ca?+ ed il CI, oltre che a 
quelli di metaboliti quali il piruvato, gli amminoaci- 
di, gli zuccheri e i nucleotidi. Le proteine trasporta- 
trici sono pure responsabili di tutti i fenomeni biolo- 
gici elettrochimici. In questo capitolo discuteremo la 
termodinamica, la cinetica e i meccanismi chimici 
di questi sistemi di trasporto attraverso la membrana. 


‘ 


1. TERMODINAMICA DEL TRASPORTO 


Come abbiamo visto nel paragrafo 3.4A, l’ener- 
gia libera di un soluto A dipende dalla sua concen- 
trazione: 


Ga-GZ'=RT In [A] [18.1] 


dove Ga è il potenziale chimico (l’energia libera 
molare parziale) di A (i trattini sulle lettere indicano 


la quantità per mole) e G3' è il potenziale chimico . 


dello stato standard. Questa equazione è applicabile 
solo alle soluzioni ideali: per le soluzioni non ideali 
(reali), le concentrazioni molari devono essere sosti- 
tuite dalle attività (Appendice al Capitolo 3). Questa 
complicazione aggiuntiva non è rilevante per i no- 
stri scopi in quanto alle basse concentrazioni fisiolo- 
giche delle sostanze biologiche, i valori delle attività 


si avvicinano a quelli delle rispettive concentrazioni 
molari. 

La diffusione di una sostanza tra i due lati di una 
membrana 


A (fuori)== A (dentro) 


ricorda termodinamicamente il raggiungimento di 
un equilibrio chimico. Una differenza nella concen- 
trazione di una sostanza ai due lati di una membra- 
na genera una differenza di potenziale chimico: 
AGA = Ga(dentro) — Ga(fuori) =RThn (Alamo [18.2] 
[A] fuori 

Di conseguenza, se la concentrazione di A al di fuori 
della membrana è maggiore di quella in contatto con 
la parte interna, AGA per il trasferimento di A dal- 
l’esterno all’interno sarà negativo e il flusso netto in 
quella direzione sarà spontaneo. Se invece la concen- 
trazione di A è maggiore all’interno rispetto a quella 
presente all’esterno, AG4 risulterà positivo e un 
flusso netto nella direzione esterno-interno potrà av- 
venire solo se viene accoppiato ad esso un altro pro- 
cesso esoergonico, come l’idrolisi dell'ATP, che ren- 
da la variazione complessiva di energia libera di va- 
lore negativo. 


I potenziali di membrana derivano da differenze 
nelle concentrazioni di sostanze ioniche 
transmembrana 


La permeabilità delle mambrane biologiche agli 
ioni come l’H*, il Na*, il K+; il CI, il Ca?*+ ecc., 
è controllata da specifici sistemi di trasporto immer- 
si nella membrana, che analizzeremo nel prossimo 
paragrafo. La risultante differenza di cariche attra- 
verso una membrana biologica genera una differen- 
za di potenziale elettrico, Ay= Mdentro)— Yfuori), do- 
ve Ay viene detto il potenziale di membrana. Se 
A è una forma ionica, l’equazione [18.2] deve essere 
modificata per comprendere anche il lavoro elettri- 
co effettuato per trasferire una mole di A attraverso 
la membrana dall’esterno verso l’interno: 


CA Jaentro 


AG4=RT In 
di | [A Jfuorî 


+Z25A4y [18.3] 


dove Z4 è la carica ionica di A; & la costante di Fa- 
raday, è la carica di una mole di elettroni (96,464 
C-mol-!) e G4 è il potenziale elettrochimico di 
A. 


È possibile misurare direttamente mediante microe- 


lettrodi i potenziali delle membrane delle cellule vi- 
venti. I valori di Ay di — 100 mV (l’interno negativo) 
non sono infrequenti (notate che 1 V=1 J-C-1). 
Quindi l’ultimo termine dell’equazione [18.3] è spes- 
so significativo per le sostanze ioniche. 


2. CINETICA 
E MECCANISMI DI TRASPORTO 


La termodinamica stabilisce se un dato proces- 
so di trasporto avverrà spontaneamente, ma, come 
abbiamo visto per le reazioni chimiche o enzimati- 
che, non ci fornisce alcuna informazione sulle veloci- 
tà di questi processi. L’analisi cinetica dei processi 
di trasporto insieme a studi meccanicistici hanno per- 
messo ugualmente di caratterizzare questi processi. 
Vi sono due tipi di processi di trasporto: il traspor- 
to non mediato e il trasporto mediato. Il traspor- 
to non mediato avviene per diffusione semplice. Al 
contrario, il trasporto mediato avviene mediante l’a- 
zione di specifiche proteine trasportatrici, chiamate 
anche permeasi, portatori, traslocasi, traslocato- 
ri oppure trasportatori. Il trasporto mediato viene 
suddiviso in altre due categorie a seconda della ter- 
modinamica del sistema: 


1. Il trasporto mediato passivo o diffusione fa- 
cilitata, in cui specifiche molecole fluiscono da 
un compartimento ad alta concentrazione ad uno 
a bassa concentrazione fino a raggiungere l’equi- 
librio ed annullare il gradiente di concentrazione. 

2. Il trasporto attivo, in cui specifiche molecole 
vengono trasportate da un compartimento a bas- 
sa concentrazione ad uno ad alta concentrazione, 
cioè contro il gradiente di concentrazione. Que- 
sto è un processo endoergonico e deve essere ac- 
coppiato ad un altro sufficientemente esoergoni- 
co da favorire il trasporto. 


In questo paragrafo vedremo la natura dei trasporti 
non mediati e li paragoneremo al trasporto passivo 
mediato, usando, come esempio, il trasportatore del 
glucosio nell’eritrocita e gli ionofori. Il trasporto atti- 
vo verrà esaminato nei paragrafi successivi. 


A. Il trasporto non mediato 


La forza trainante del flusso non mediato della 
sostanza A attraverso un mezzo è il gradiente del po- 
tenziale elettrochimico dello stesso A. Questa relazione 
viene espressa dall’equazione di Nernst-Planck: 
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Ja= — [A]U4(dG4/dx) [18.4] 


dove Ja è il flusso (la velocità del passaggio per uni- 
tà di superficie) di A, r è la distanza, dGa/dx è il 
gradiente del potenziale elettrochimico di A e Ua 
è la sua mobilità (velocità per unità di forza) nel 
mezzo. Se per semplicità assumiamo che A è una 
molecola non carica e quindi Ga è dato dall’equazio- 
ne [18.1], l'equazione di Nernst-Planck si riduce a 


a= Da (dIAl/dx) [18.5] 


dove Da equivale a RTU, ed è il coefficiente di 
diffusione di A nel mezzo in questione. Questa è 
la prima legge della diffusione di Fick, che stabi- 
lisce che una sostanza diffonde nella direzione che 
elimina il gradiente di concentrazione, dlAl/dx, a una 
velocità proporzionale alla grandezza del gradiente. 

Per una membrana con uno spessore 7, l’equazio- 
ne [18.5] viene approssimata da 


In=PA CAlpori— [Aluentro) = Pa (TA ]juori — [Almeno 
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Ta P 


gr Pendenza = Pa 


[Aluori — [Aldentro 
Figura 18.1 Relazione lineare tra il flusso della diffusione (/a) e la 
differenza in concentrazione ([{A]gor — [Aldentro) attraverso una mem- 
brana semipermeabile; vedi equazione [18.6]. 


Figura 18.2 Il coefficiente di permeabilità di alcune molecole organi- 
che nella membrana plasmatica dell’alga Nitella mucronata in funzio- 
ne del coefficiente di partizione tra olio di oliva e acqua (una valuta- 
zione della polarità della molecola). Questo grafico logaritmico più 
o meno lineare indica che la tappa limitante per l'ingresso non me- 
diato di una molecola in una cellula è il suo passaggio attraverso 


il nucleo idrofobico della membrana. (Basato sui risultati ottenuti da 


sa [18.6] CoLLanper, R., Physiol. Plant., 7, pp. 433-434, 1954.) 
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dove Da è il coefficiente di diffusione di A all’inter- 
no della membrana e il termine Pa = D4/x viene det- 
to coefficiente di permeabilità di A. Il coefficien- 
te di permeabilità è un indice della tendenza del so- 
luto di trasferirsi da un solvente acquoso al nucleo 
non polare di una membrana. Esso dovrebbe quindi 
variare con il rapporto tra la solubilità del soluto in 
un solvente non polare che ricordi il nucleo interno 
della membrana (ad esempio olio di oliva) e quella 
in acqua, un’entità nota con il nome di coefficiente 
di partizione tra i due solventi. Il flusso di molti 
composti non elettrolitici attraverso la membrana del- 
l’eritrocita varia in modo lineare con la differenza 
tra le loro concentrazioni ai due lati della membra- 
na, come viene predetto dall’equazione [18.6] (Fig. 
18.1). Inoltre, i loro coefficienti di permeabilità, otte- 
nuti dalle pendenze delle rette riportate nel grafico 
di Fig. 18.1, sono correlati altrettanto bene ai loro 
coefficienti di partizione tra un solvente non polare 
e l’acqua (Fig. 18.2). 


B. Cinetica del trasporto mediato: 
il trasporto del glucosio nell’eritrocita 


Anche se il modello discusso in precedenza è 
sicuramente idoneo a descrivere le velocità a cui le 
molecole passano attraverso una membrana, vi sono 


Tmax = 1,0x 1079mm- com - 87! 


0,5 


Tglucosio (MM - cm - s71x 105) 


(o) 2 4 6 8 10 
[Giucosio] mm 


Figura 18.3 La variazione del flusso di glucosio a 5 °C in eritrociti 
in funzione della concentrazione di glucosio esterna. | punti neri rap- 
presentano i valori ottenuti sperimentalmente, mentre la linea conti- 
nua è l’interpolazione tra questi dati ottenuta dall’equazione [18.7] 
cOn UN /nax pari a 1,0x 1079 mm-cm-s7! ed un valore di Ky di 
0,5mm. Il flusso non mediato del glucosio aumenta linearmente con 
la [glucosio] (Fig. 18.1), ma in un grafico con questa scala delle ordi- 
Nate la linea non si stacca in pratica dalla linea di base. (Ricavata 
da dati di Stein, W.D., Movement of molecules across membranes, 
P. 134, Academic Press, 1967.) 


però numerose combinazioni di soluti e di membra- 
ne che non obbediscono all’equazione [18.6]. In que- 
sti sistemi, il flusso non è lineare con la differenza 
della concentrazione del soluto tra le facce della mem- 
brana corrispondente (Fig. 18.3) ed inoltre il coeffi- 
ciente di permeabilità del soluto è molto maggiore 
di quanto ci si dovrebbe aspettare sulla base del coef- 
ficiente di partizione. Questo comportamento indica 
che questi soluti sono convogliati attraverso le mem- 
brane da molecole trasportatrici; cioè essi vanno in- 
contro a un trasporto mediato. 

Il sistema che trasporta il glucosio attraverso la 
membrana dell’eritrocita è un buon esempio di que- 
sto trasporto mediato: esso trasporta il glucosio nella 
direzione del gradiente di concentrazione ma non 
alla velocità predetta dall’equazione [18.6]. Il traspor- 
tatore del glucosio dell’eritrocita presenta quat- 
tro caratteristiche che differenziano il trasporto me- 
diato da quello non mediato: (1) la velocità e la speci- 
ficità; (2) la cinetica di saturazione; (3) sensibilità al- 
l’inibizione competitiva; (4) sensibilità all’inattivazione 
chimica. Nei paragrafi seguenti vedremo come il tra- 
sportatore del glucosio degli eritrociti esibisce que- 
ste proprietà. 


Velocità e specificità 


La Tabella 18.1 indica che i coefficienti di per- 
meabilità del p-glucosio in sistemi lipidici a doppio 
strato di sintesi e del p-mannitolo anche nella mem- 
brana dell’eritrocita, sono in accordo con i valori cal- 
colati dai coefficienti di diffusione e di partizione di 
questi zuccheri nell’olio'di oliva. Il coefficiente di per- 
meabilità del p-glucosio nella membrana dell’eritro- 
cita valutato sperimentalmente è quattro ordini di 
grandezza maggiore del valore predetto. Gli eritroci- 
ti devono quindi contenere un sistema che trasporta 


Coefficiente di permeabilità 


Tipo di membrana (em -s°’) 
D-glucosio p-mannitolo 
Doppio strato lipidico 
sintetico 2A4x 10719 4,4x 1071! 
Diffusione non 
mediata calcolata 4x 1079 3x 107? 
Eritrociti umani intatti 2,0x 1074 5x 107? 


Fonte: Junc, C.Y., in SurcenoR, D., (curatore), The red cells, Vol. 2, p. 709, 
Academic Press, 1975. 
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rapidamente il glucosio e che distingue tra D-glucosio 
e D-mannitolo. 


Cinetica di saturazione 


La dipendenza dalla concentrazione del traspor- 
to del glucosio stabilisce che il suo flusso obbedisce 
alla relazione: 


_ JmaxlA] 


= 18.7 
Km+[A] sia 


JA 


Questa funzione di saturazione ha una forma iper- 
bolica famigliare (Fig. 183.3). Abbiamo visto un anda- 
mento simile nell'equazione [9.2] che descrive il le- 
game dell’O, alla mioglobina e nell’equazione di 
Michaelis-Menten che descrive le velocità delle rea- 
zioni enzimatiche (equazione [13.24]). Come in pre- 
cedenza, il termine Ky può essere definito operati- 
vamente come il valore corrispondente alla concen- 
trazione di glucosio quando il flusso del trasporto 
è metà di quello massimo, Jmax/2. L'esistenza di una 
cinetica di saturazione per il trasporto del glucosio 
è stata la prima prova concreta della presenza in una 
membrana di uno specifico numero di siti saturabili, 
coinvolti nel trasporto di qualsiasi sostanza. 

Il processo di trasporto può essere descritto me- 
diante un semplice schema cinetico a quattro tappe 
comprendenti: il legame, il trasporto, la dissociazio- 


41. Legame 
A (fuori) 


Tori TTT TfuonA (fuori) 


4. Recupero 


2. Trasporto 


Toentro “er Toentro ‘A (dentro) 


A (dentro) 
3. Dissociazione 


Figura 18.4 Schema cinetico generale per il trasporto di membrana 
comprendente quattro tappe: legame, trasporto, dissociazione e recu- 
pero. T è la proteina trasportatrice che ha un sito di legame per il 
soluto A sia sulla faccia esterna che sulla faccia interna della membrana. 
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ne e il recupero (Fig. 18.4). Le tappe di legame e di 
dissociazione sono analoghe al riconoscimento del sub- 
strato e al rilascio del prodotto da parte di un enzi- 
ma. Il meccanismo di trasporto e di recupero sono 
ancora studiati attivamente e sono discussi nel para- 
grafo 18.2D. 


Sensibilità all’inibizione competitiva 


Molti composti strutturalmente simili al 
D-glucosio inibiscono il trasporto del glucosio. Un gra- 
fico dei doppi reciproci (paragrafo 13.2B) per il flus- 
so di glucosio negli eritrociti in presenza o in assen- 


za di 6-O-benzil-p-galattosio (Fig. 18.5) mostra una ti- . 
pica inibizione competitiva del trasporto del gluco- . 


sio (l’inibizione competitiva degli enzimi è stata di- 


scussa nel paragrafo 13.3A). La sensibilità all’inibi- 


zione competitiva indica che vi è un numero limitato 
di siti disponibili per il trasporto mediato. 


Sensibilità all’inattivazione chimica 


Il trattamento degli eritrociti con Hg.Cl;, che 
reagisce con i gruppi sulfidrilici delle proteine (para- 
grafo 6.2) e quindi provoca l’inattivazione di molti 
enzimi, determina la scomparsa del flusso rapido e 
saturabile del glucosio e diminuisce la permeabilità 
dello zucchero a livello di quella del mannitolo. La 


1/glucosio 
; Glucosio +10 mm 
f 6-O-benzil- 
# D-galattosio 
El 
f 
$ 
f 


= UKy 


1/{glucosio] 


Figura 18.5 Grafico dei doppi reciproci del flusso netto di glucosio 
negli eritrociti in presenza ed in assenza di 6-O-benzil-p-galattosio: 
| risultati ottenuti indicano una inibizione competitiva. (Fonte: BAR- 
NETT, }.E.G., HOLMAn, G.D., CHaLkLeY, RA. e MunDaY, K.A., Biochem: 
J., 145, p. 422, 1975.) : 


Soltanto glucosio i. 
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sensibilità del sistema di trasporto del glucosio dell’e- 
ritrocita a questi agenti in grado di modificare le pro- 
teine ci dice che il trasportatore è in effetti una pro- 
teina. 

Tutte le osservazioni riportate sopra indicano che 
il trasporto del glucosio attraverso la membrana del- 
Peritrocita è mediato da un numero limitato di tra- 
sportatori proteici. Prima di discutere il meccanismo 
di questo sistema di trasporto dobbiamo però esami- 
nare alcuni semplici modelli di diffusione facilitata. 


C. lonofori 


La nostra comprensione del trasporto mediato 
è stata fortemente incrementata dallo studio degli io- 
nofori, sostanze che aumentano la permeabilità del- 
le membrane ad un particolare ione. 


Gli ionofori possono essere trasportatori 
oppure formatori di canali 


Gli ionofori sono molecole organiche di specie 
diverse, molti dei quali sono antibiotici di origine bat- 
terica. Le cellule e gli organelli mantengono attiva- 
mente gradienti di concentrazione di vari ioni attra- 
verso le loro membrane (paragrafo 18.3A). Le pro- 
prietà antibiotiche degli ionofori derivano dalla loro 


tendenza a scaricare questi gradienti di concentra- 


zione che hanno funzioni vitali. 
Vi sono due tipi di ionoforo: 


1. I trasportatori, che aumentano la permeabilità 
delle membrane a un certo tipo di ione, legandosi 
ad esso, diffondendolo attraverso la membrana 
e rilasciandolo dall’altro lato della membrana stes- 
sa (Fig. 18.60). Perché possa avvenire un traspor- 
to netto, lo ionoforo non complessato allo ione de- 
ve ritornare sul lato originale della membrana in 
modo da ripetere il processo. I trasportatori han- 
no una proprietà in comune, cioè i loro complessi 
con gli ioni sono solubili nei solventi non polari. 

2. Formatori di canali, che generano canali o pori 
transmembrana attraverso cui può diffondere uno 
ione specifico (Fig. 18.6D). 


Entrambi i tipi di ionoforo trasportano ioni a una 
velocità considerevole. Per esempio, una singola mo- 
lecola del trasportatore antibiotico valinomicina tra- 
sporta più di 10* ioni K* per secondo attraverso una 
membrana. Anche i formatori di canali hanno una 
Notevole efficienza di trasporto; per esempio, ogni 
canale di membrana composto dall’antibiotico gra- 


(a) lonoforo trasportatore 


(b) lonoforo formatore di canali 


Figura 18.6 Sistemi di trasporto di ioni da parte degli ionofori: (a) 
lo ionoforo trasportatore opera mediante diffusione nel doppio strato 
lipidico. (b) Gli ionofori formatori di canali attraversano la membrana 
formando un canale attraverso cui passano gli ioni. 


micidina A consente il passaggio di più 107 K+ io- 
ni per secondo. Chiaramente, la presenza anche in 
piccole quantità di questi composti aumenta forte- 
mente la permeabilità di una membrana verso un 
certo tipo di ioni. Poiché gli ionofori permettono agli 
ioni di diffondere passivamente attraverso una mem- 
brana in qualsiasi direzione, il loro effetto può essere 
soltanto quello di equilibrare le concentrazioni degli 
ioni che trasportano nei due compartimenti che met- 
tono in comunicazione. 

I trasportatori e i formatori di canali sono speri- 
mentalmente distinguibili mediante la dipendenza 
della loro azione dalla temperatura. I trasportatori 
dipendono dalla loro capacità di diffondere libera- 
mente attraverso la membrana. Di conseguenza, raf- 
freddando una membrana al di sotto della sua tem- 
peratura di transizione (la temperatura sotto la quale 
la membrana comincia a diventare un solido simile 
a un gel; paragrafo 11.2B) elimina la permeabilità 
ionica dovuta al trasportatore. Al contrario, la per- 
meabilità della membrana in presenza di formatori 
di canali è praticamente insensibile alla temperatu- 
ra in quanto, una volta che il formatore ha rag- 
giunto la sua posizione corretta nella membrana, 
non deve più spostarsi per mediare il passaggio de- 
gli ioni. 


Il complesso K*— valinomicina 
ha un interno polare e un esterno idrofobico 


La valinomicina, lo ionoforo meglio caratteriz- 
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L-Val Acido p-Val Acido 
p-idrossi- L-lattico 
isovalerico 
Valinomicina 


Figura 18.7 La valinomicina è un depsipeptide ciclico (ha sia legami 
estere che amidici) contenente D ed L amminoacidi. 


zato, lega in modo specifico il K* e il Rb*, uno io- 
ne biologicamente non importante. Esso è un depsi- 
peptide ciclico con D- ed L-residui amminoacidici 
(Fig. 18.7; un depsipeptide contiene legami estere ol- 
tre a legami peptidici). La struttura ai raggi X del 
complesso della valinomicina con il K* (Fig. 18.80) 
dimostra che il K* viene coordinato secondo una or- 
ganizzazione ottaedrica dai gruppi carbonilici dei sei 
residui di Val, che formano i legami estere. Lo sche- 
letro ciclico della valinomicina, che presenta molti 
legami idrogeno, procede a zig-zag ed è disposto in 


(a) 


Figura 18.8 La struttura ai raggi X della valinomicina. (a) Il complesso 
con il potassio. | sei atomi di ossigeno che complessano lo ione K* 
sono riportati in rosso più scuro rispetto agli altri atomi di ossigeno. 
(Fonte: NeuPERT-LAvES, K. e DoBLer, M., Helv. Chim. Acta, 58, p. 439, 
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modo da circondare la struttura di coordinazione del 
K+, come una specie di braccialetto a onde. Le sue 
catene laterali metiliche e isopropiliche si proiettano 
dalla struttura del braccialetto verso l’esterno gene- 
rando un complesso sferoidale con una superficie ester- 
na idrofobica che rende il composto solubile nel nu- 
cleo idrofobico dei doppi strati lipidici. La valinomici- 
na ha una conformazione più aperta nella forma non 
complessata, rispetto a quella che assume quando le- 
ga il K+*; questo fatto probabilmente facilita il rapi- 
do legame dello ione. 

Gli ioni K* (raggio ionico r=1,33 A) e Rb+ 
(r=1,49 A) si adattano comodamente al sito di coor- 
dinazione della valinomicina. La rigidità della strut- 
tura dello ionoforo rende però questo sito troppo 
grande per legare in modo corretto gli ioni Na* 
(r=0,95 A) oppure Li* (r=0,60 À); i sei atomi di os- 
sigeno carbonilici della valinomicina non possono con- 
temporaneamente coordinarsi a questi ioni. I com- 
plessi di questi ioni con l’acqua sono duindi energeti- 
camente più favorevoli di quelli con la valinomicina. 


Ciò spiega perché la valinomicina ha un’affinità 10 000. 


volte più elevata per il K* rispetto al Na*. Nes- 
sun’altra sostanza è in grado di discriminare così fi- 
nemente tra Na* e K+. 

Lo ionoforo monensina che lega il Na* (Fig. 
18.9a) è un acido carbossilico polietere lineare, chi- 
micamente diverso dalla valinomicina. L’analisi ai rag- 


gi X ha però dimostrato che il complesso della mo- 


1975.) (b) La valinomicina non complessata. (Fonte: SmitH, G.D., 
Duax, W.L., LanGS, D.A., De TitA, G.T., EDMONDS, R.C., RoHERr, D.C. 


e Weeks, C.M., /. Am. Chem. Soc., 97, p. 7242, 1975.) Gli atomi © 


di idrogeno non sono indicati. 
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Figura 18.9 La monensina. (a) La formula di struttura che mostra i 
sei atomi di ossigeno (in rosso) che possono complessare lo ione so- 
dio. (b) La struttura ai raggi X del complesso monensina-sodio (gli 
atomi di idrogeno non sono mostrati). (Fonte: DuaAx, W.L., SMITH, 
G.D. e Strong, P.D., (. Am. Chem. Soc., 102, p. 6728, 1980.) 


nensina con il Na* ha le stesse proprietà generali 
del complesso valinomicina-K+, nel senso che anche 
la monensina cooordina in modo ottaedrico lo ione 
Na+ e lo circonda con una struttura non polare (Fig. 
18.95). Anche altri ionofori hanno proprietà simili. 


La gramicidina A forma canali elicoidali 
transmembrana 


La gramicidina A è uno ionoforo formatore di 
canali, ottenuto dal Bacillus brevis, che consente il 
passaggio di protoni e di cationi alcalini: il suo tra- 
sporto viene bloccato dal calcio. È un polipeptide li- 


(0) H 


I L L D L z 
HN — Val— Gly — Ala—Leu— Ala 


D LD L DB 
Val— Val —Val— Trp— Leu? 
| (0) 
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Gramicidina A 


Figura 18.10 La gramicidina A è costituita da 15 residui amminoacidi 
D ed 1 alternati bloccati dai gruppi N- e C-terminali. 


Dimero di 
gramicidina A 


Figura 18.11 Una rappresentazione schematica del canale trans- 
membrana formato da due molecole di gramicidina A. Le molecole 
dimerizzano probabilmente formando legami idrogeno tra le loro estre- 
mità N-formiliche (N). 


neare di 15 residui che alterna residui amminoacidi- 
ci D ed Le i cui residui terminali sono bloccati (quel- 
la amminoterminale da una formilazione e quella car- 
bossiterminale da un legame amidico con l’etanolam- 
mina; Fig. 18.10). Notate che tutti i suoi residui am- 
minoacidici sono idrofobici, come ci si deve aspetta- 
re per un piccolo polipeptide transmembrana. Studi 
all’NMR e cristallografici ai raggi X hanno stabilito 
che la gramicidina A si associa in dimeri testa-testa 
per formare canali transmembrana (Fig. 18.11). Que- 
sta osservazione è suffragata dal fatto che due mole- 
cole di gramicidina A legate covalentemente a livel 
lo dei loro gruppi amminici N-terminali formano un 
canale ionico funzionale. 


i di GEE ESSI 


AE CUL 


EL ——————._______————_——_—___—_ 
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Figura 18.12 Un modello proposto per la struttura del canale trans- 
membrana formato dalla gramicidina A. Il dimero composto da mole- 
cole unite testa a testa forma un'elica sinistrorsa in cui la disposizione 
dei legami idrogeno ricorda quella di una struttura £ parallela. Que- 
sta organizzazione dei legami idrogeno in una f-elica lunga 26 À 
è resa possibile dall’alternanza di residui amminoacidici con configu- 
razioni n ed L che consente ai gruppi NH e CO successivi di punta- 
re in direzioni opposte lungo l'elica. II! diametro interno dell'elica 
è di 4À e consente il passaggio di cationi metallici alcalini. (Fonte: 
Doster, M., lonophores and their structures, p. 215, Wiley- 
Interscience, 1981. Basata su un modello proposto da D.W. Urry.) 


I canali di gramicidina A non possono formare 
a-eliche in quanto questa struttura manca di uno spa- 
zio centrale e non può essere costituita da un’alter- 
nanza di residui amminoacidici D ed L. Dan Urry ha 
proposto che la gramicidina formi un nuovo tipo di 
elica che egli ha chiamato f-elica, in quanto ricorda 
una struttura 8 parallela arrotolata. I gruppi N—H 
successivi nello scheletro puntano alternativamente 
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verso l’alto oppure verso il basso dell’elica in modo 
da formare legami idrogeno con i gruppi carbonilici 
dello scheletro covalente (Fig. 18.12). Come conseguen- 
za dell’alternanza di residui D ed L, le catene laterali 
di questa struttura a f-elica si trovano alla periferia 
per generare quell’esterno idrofobico necessario ai 
canali (ricordate che nella struttura 8 composta da 
soli residui L le catene laterali si trovano alternativa- 
mente ai lati della catena principale; paragrafo 7.10). 
I gruppi polari dello scheletro covalente giacciono 
quindi nel canale centrale e facilitano il passaggio 
degli ioni. Questo modello è in accordo con le misure 
effettuate all’NMR e le osservazioni spettroscopiche 
della gramicidina in doppi strati lipidici. 


D. Meccanismo del trasporto 
mediato passivo del glucosio 


Le proteine integrali di membrana sono espo- 
ste solo su una superficie della membrana oppure 
nel caso di proteine transmembraha sono orientate 
rispetto alla membrana stessa solo in una direzione 
(paragrafo 11.3). Poiché la velocità di flip-flop delle 
proteine è praticamente nulla, il modello del traspor- 


tatore mobile che descrive il meccanismo degli ionofo- 


ri come la valinomicina (Fig. 18.6a) non è applicabile 
al trasporto mediato da proteine; sembra più conso- 


no un meccanismo simile a un canale oppure a un * 


poro. 


Il trasporto del glucosio avviene 
attraverso un meccanismo a poro controllato 


Il trasportatore di glucosio degli eritrociti è una ‘ 
glicoproteina con una massa di 55 KD e, sulla base . 


dell’analisi della sua sequenza, ha tre domini princi- 
pali: (1) un fascio di 12 a-eliche che attraversano la 
membrana, che forma probabilmente un cilindro 


idrofobico che circonda un canale idrofilico attraver- - 
so cui passa il glucosio; (2) un grande dominio cito- 


plasmatico con molte cariche; (3) un piccolo dominio 
esterno che contiene i carboidrati. Il trasportatore del 
glucosio rappresenta circa il 2% delle proteine della 
membrana dell’eritrocita e corrisponde nelle elettro- 
foresi su gel di poliacrilamide in presenza di sodio 
dodecil solfato (SDS-PAGE) delle membrane eritroci- 
tarie alla banda 4,5 (paragrafo 11.3C; non è visibile 
nel gel riportato nella Fig. 11.32 in quanto l’eteroge- 


neità della sua componente oligosaccaridica rende la . 


banda proteica piuttosto diffusa). » 
Il concetto che il trasportatore del glucosio degli 
eritrociti sia disposto asimmetricamente nella mem- 
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brana è suffragato da due osservazioni sperimentali: 


1. La galattosio ossidasi ossida le unità di galatto- 
sio presenti nella componente oligosaccaridica del 
trasportatore del glucosio soltanto se l’ossidasi è 
all’esterno dell’eritrocita. Le unità di galattosio del 
trasportatore devono essere quindi localizzate sul- 
la superficie cellulare dell’eritrocita. 

2. La tripsina distrugge il trasportatore del glucosio 
soltanto se è all’interno di un ghost (eritrocita a 
cui è stata rimossa tutta l’emoglobina mediante 
shock osmotico). I residui amminoacidici ricono- 
sciuti dalla tripsina nella molecola del trasporta- 
tore devono essere localizzati quindi sulla super- 
ficie citoplasmatica della membrana eritrocitaria. 


I siti che legano il glucosio sui due lati della mem- 
brana eritrocitaria hanno pure diversi requisiti steri- 
ci. John Barnett ha dimostrato che l’aggiunta di un 
gruppo propile all’atomo C(1) del glucosio previene 
il legame alla superficie esterna della membrana pla- 
smatica, mentre l’aggiunta di un gruppo propile al- 
l’atomo C(6) previene il legame alla superficie inter- 
na. Egli ha quindi proposto che questa proteina trans- 


Glucosio 


Dissociazione 


Figura 18.13 Conformazioni alternative del trasportatore del giuco- 
sio. Questo sistema viene detto anche «poro controllato». (Fonte: 


o S.A. e LienHarp, G.E., Trends Biochem. Sci., 6, p. 210, 
1) 


membrana abbia due conformazioni alternative: una 
con un sito per il glucosio sulla superficie esterna 
che richiede un contatto con l’atomo 0(1), lasciando 
libero l’atomo 0(6); l’altra conformazione ha un sito 
per il glucosio sulla superficie interna e richiede un 
contatto con l’atomo 0(6), lasciando libero l'atomo 0(1) 
(Fig. 18.13). Il trasporto avviene apparentemente le- 
gando il glucosio alla proteina su una faccia della 
membrana, processo seguito da un cambio conforma- 
zionale che chiude il primo sito ed espone il secondo. 
Il glucosio si dissocia dalla proteina dopo essere pas- 
sato attraverso la membrana. Il ciclo di trasporto vie- 
ne completato dal ritorno del trasportatore alla sua 
conformazione iniziale in assenza di glucosio legato. 
Il ciclo può avvenire in qualsiasi direzione, ma la di- 
rezione del trasporto netto di glucosio è dal compar- 
timento a concentrazione di zucchero più alta verso 
quello a concentrazione più bassa. Il trasportatore del 
glucosio crea quindi la possibilità di equilibrare la 
concentrazione del glucosio tra le due facce della 
membrana dell’eritrocita senza avere la perdita con- 
comitante di piccole molecole oppure ioni. 

Il meccanismo del trasporto di glucosio attraverso 
la membrana dell’eritrocita può essere considerato 
un modello generale e viene spesso chiamato anche 
poro controllato. Tutte le proteine trasportatrici 
sembrano essere proteine transmembrana situate 
asimmetricamente che possono assumere due stati 
conformazionali distinti, in cui i siti di legame vengo- 
no alternativamente esposti ora su una faccia ora sul- 
l’altra faccia della membrana. 


L’assunzione di glucosio da parte della cellula 
viene regolata da un processo 

di esocitosi/endocitosi sensibile all’insulina 
dei trasportatori di glucosio 


L’insulina stimola le cellule del tessuto adiposo 
e del tessuto muscolare ad assumere glucosio. Circa 
15 minuti dopo la somministrazione di insulina, il 
Jmax del trasporto mediato passivo del glucosio in 
queste cellule aumenta da 6 a 12 volte, mentre la 
Km rimane costante. Dopo il termine della sommi- 
nistrazione dell’insulina, la velocità del trasporto del 
glucosio ritorna ai valori basali in un tempo variabi- 
le a seconda delle condizioni (da 20 minuti a 2 ore). 
Sia l'aumento che la diminuzione della velocità del 
trasporto del glucosio non vengono modificati dalla 
presenza di inibitori della sintesi proteica e quindi 
questa osservazione non può essere la conseguenza 
della sintesi di una nuova proteina trasportatrice op- 
pure di una proteina capace di inibirla. Come fa allo- 
ra l’insulina a regolare il trasporto del glucosio? 
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Figura 18.14 La regolazione dell'assunzione di glucosio nel muscolo 
e nel tessuto grasso mediante l’esocitosi (l'opposto dell’endocitosi; 
paragrafo 11.4C) stimolata dell’insulina di vescicole contenenti il tra- 
sportatore del glucosio (a sinistra). Dopo la rimozione dell’insulina, 
il processo viene invertito dall’endocitosi (a destra). 


Le cellule allo stato basale conservano la maggior 
parte della loro proteina trasportatrice del glucosio 
in vescicole membranose interne. Dopo stimolazione 
con insulina, queste vescicole fondono con la mem- 
brana plasmatica mediante un processo noto come 
esocitosi (Fig. 18.14). Il conseguente aumento del nu- 
mero di trasportatori del glucosio sulla superficie della 
cellula determina un incremento proporzionale del- 
la velocità di assunzione del glucosio nella cellula. 
Dopo la rimozione dell’insulina, il processo si inver- 
te mediante l’endocitosi dei trasportatori del gluco- 
sio immersi nella membrana plasmatica. L’insulina 
apparentemente aumenta la velocità di esocitosi del- 
le vescicole contenenti il trasportatore e, allo stesso 
tempo, diminuisce la velocità basale di endocitosi; ma 
come l’insulina determini questi processi è ancora 
un mistero. 


Gli eucarioti esprimono una varietà 
di trasportatori del glucosio 


La maggior parte delle cellule eucariotiche as- 
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sumono il glucosio mediante una diffusione facilitata 
operata da trasportatori del glucosio immersi nella 
membrana plasmatica. Il trasportatore del glucosio 
degli eritrociti, noto come GLUT 1, ha una sequenza 
amminoacidica altamente conservata (vi è un’identi- 
tà del 98% nelle sequenze tra il trasportatore dell’uo- 
mo e del ratto) e ciò può significare che tutti i fram- 
menti di questa proteina sono funzionalmente im- 
portanti. Il GLUT 1 viene espresso in molti altri tes- 
suti, anche se nel fegato e nel muscolo, tessuti che 
hanno un trasporto del glucosio particolarmente at- 
tivo, questo tipo di trasportatore è presente solo in 
piccole quantità. Questa osservazione portò alla sco- 
perta, mediante tecniche di clonaggio molecolare (pa- 
ragrafo 28.8), di altri quattro trasportatori del gluco- 
sio, da GLUT 2 a GLUT 5, omologhi al GLUT 1 (per 
esempio, il GLUT 2 umano ha l’82% di omologia di 
sequenza con il GLUT 2 del ratto e il 56% con il GLUT 
1 umano), ma con una distribuzione tissutale diver- 
sa. Il GLUT 2 è predominante nel fegato e nelle cellu- 
le 8 del pancreas (che secernono insulina; paragrafo 
17.3F), mentre il GLUT 4 si trova principalmente nel 
muscolo e nelle cellule adipose. Notate che la distri- 
buzione tissutale di questi trasportatori del glucosio 
correla con la risposta di questi tessuti all’insulina: 
il fegato è insensibile all’insulina (il fegato opera in 
parte per mantenere costanti i livelli di glucosio nel 
sangue; paragrafo 17.3F), mentre il muscolo e gli adi- 
pociti assumono il glucosio quando vengono stimola- 
ti dall’insulina. 


3. IL TRASPORTO ATTIVO 
GUIDATO DALL'ATP 


Il trasporto mediato viene suddiviso in diverse 
categorie sulla base della stechiometria del processo 
di trasporto (Fig. 18.15): 


1. Un uniporto è caratterizzato dal movimento di 
una singola molecola in ogni momento. Il traspor- 
tatore del glucosio dell’eritrocita è un uniporto. 

2. Un simporto trasporta simultaneamente due mo- 
lecole diverse nella stessa direzione. 

3. Un antiporto trasporta simultaneamente due mo- 
lecole diverse in direzioni opposte. 


Il carattere elettrico del trasporto ionico viene ulte- 
riormente specificato come: 


1. Elettroneutrale (elettricamente silente), se vi è 
una simultanea neutralizzazione della carica, me- 


diante il simporto di ioni con carica opposta 0 - 
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A (fuori) A (dentro) Uniporto 
A (fuori) A (dentro) ; 

B ) B (dentro) Simporto 
A (fuori) A (dentro) 

B ) B (dentro) Antiporto 


mediante l’antiporto di ioni con la stessa carica. 

2. Elettrogenico, se il processo di trasporto risulta 
in una separazione delle cariche attraverso la 
membrana. 


Poiché la concentrazione di glucosio nel sangue è ge- 
neralmente più elevata di quella all’interno della cel- 
lula, il trasportatore di glucosio dell’eritrocita traspor- 
ta lo zucchero all’interno della cellula, dove viene 
metabolizzato dalla glicolisi. Molte sostanze sono pe- 
rò presenti su un lato della membrana a una concen- 
trazione minore rispetto a quella dell’altro lato della 
stessa membrana. Per essere trasportate in questa di- 
rezione, cioè contro il gradiente di concentrazione, 
deve agire un sistema di trasporto attivo. 

Il trasporto attivo è un processo endoergonico che 
è spesso accoppiato all’idrolisi di ATP. Come avviene 
questo accoppiamento? Nelle reazioni biosintetiche 
si ha spesso la fosforilazione diretta di un substrato 
da parte dell’ATP; per esempio, la formazione di UDP- 
glucosio nella sintesi del glicogeno (paragrafò 17.2). 
Il trasporto di membrana è però un processo fisico 
piuttosto che chimico e le molecole trasportate non 
vengono alterate. Stabilire quindi quale meccanismo 


| accoppia l’idrolisi del’ATP a un processo fisico è stato 


sicuramente un problema stimolante. In questo para- 
grafo vedremo che le proteine trasportatrici delle cel- 
lule animali vengono direttamente fosforilate dal’ATP 
durante il ciclo di trasporto. Esamineremo anche un 
trasporto attivo batterico in cui anche le molecole tra- 
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Figura 18.16 La struttura ipotizzata per la (Na*-K*)-ATPasi che mo- 
stra il suo orientamento nella membrana plasmatica. 


Figura 18.15 Sistemi di traslocazione: uniporto, simporto e antiporto. 


sportate vengono fosforilate. Nel paragrafo seguen- 
te, studieremo i sistemi di trasporto che accoppiano 
la scarica di gradienti di potenziali elettrochimici al 
trasporto ionico e di molecole neutre contro un gra- 
diente di concentrazione. 


A. La (Na*-K*)-ATPasi 
della membrana plasmatica 


Uno dei sistemi di trasporto attivo più studiato è 
la (Na*-K+)-ATPasi della membrana plasmatica. 
Questa proteina transmembrana fu isolata per la pri- 
ma volta nel 1957 da Jens Skou. Essa è costituita da due 
tipi di subunità: la subunità a non glicosilata con una 
massa di 110 kD contenente l’attività catalitica dell’en- 
zimaeisiti di legame degli ioni, e la subunità 8 con una 
massa di circa 55 KD costituita da una glicoproteina con 
funzioni ancora sconosciute. Si pensa che la proteina 
abbia una struttura e una composizione in subunità del 
tipo (06), (Fig. 18.16), ma non è ancora chiaro se l’or- 
ganizzazione dimerica sia funzionalmente necessaria. 
L’enzima viene spesso chiamato pompa (Na*-K+*)in 
quanto pompa gli ioni sodio verso l’esterno e gli ioni po- 
tassio all’interno della cellula, con la concomitante idro- 
lisi di ATP intracellulare. La stechiometria complessi- 
va della reazione della (Na+-K*)-ATPasi è 


3Na* (dentro) + 2K* (fuori) + ATP = 
== 3Na* (fuori) +2K*{dentro)+ ADP+P; 


i DELICATI o 


i i SAI = = 
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(ren [88]. 


La (Na*-K*}-ATPasi è quindi un antiporto elettroge- 
nico: escono dalla cellula tre cariche positive e ne en- 
trano solo due. L’estrusione di sodio consente alle cel- 
lule animali di controllare osmoticamente il loro con- 
tenuto di acqua; senza l’azione della pompa sodio- 
potassio, le cellule animali che mancano di una pare- 
te cellulare rigida, si rigonfierebbero e scoppiereb- 
bero (ricordate che il doppio strato lipidico è per- 
meabile all’acqua: paragrafo 11.25). Il gradiente di 
potenziale elettrochimico generato dalla pompa è re- 
sponsabile dell’eccitabilità delle cellule nervose (pa- 
ragrafo 34.4C) e rappresenta una fonte di energia li- 
bera per il trasporto del glucosio e degli amminoaci- 
di all’interno di alcuni tipi di cellule (paragrafo 18.44). 
Tutte le cellule consumano una grande frazione del- 
l’ATP che producono per mantenere ai livelli corretti 
la concentrazione cistolica degli ioni Na* e K*. 

È stato recentemente stabilito che una catena poli- 
peptidica con una massa molecolare di 10 kD e detta 
y risulta essere un componente della (Na+-K+) 
ATPasi e quindi questo antiporto ha probabilmente 
una composizione in subunità del tipo &-8,y. La sub- 
unità y non sembra essere essenziale per l’attività 
dell’ATPasi, ma potrebbe svolgere funzioni regola- 
trici. Le sequenze delle subunità a di alcune specie 
animali, che ha un’omologia del 98% nei mammife- 
ri, suggerisce che questa subunità ha circa otto a- 
eliche transmembrana e due grandi domini citopla- 
smatici. La subunità 6 sembra invece possedere sol- 
tanto una singola elica transmembrana ed un gran- 
de dominio extracellulare. 


L’ATP fosforila un residuo essenziale di Asp 
durante il processo di trasporto 


[787 ] L’energia libera dell’idrolisi dell'ATP favorisce 
e rende possibile il trasporto degli ioni sodio e potas- 
sio contro un gradiente elettrochimico. Nell’accoppia- 
mento di questi due processi, deve essere eretta in 
qualche modo una barriera cinetica contro il trasporto 
«in discesa» degli ioni, nel senso del loro gradiente 
elettrochimico, mentre al tempo stesso deve essere 
facilitato il trasporto «in salita», cioè contro il gradiente 
elettrochimico. Si deve inoltre prevenire l’idrolisi fu- 
tile dell'ATP in assenza di un trasporto «in salita». 
Come l’enzima porti avanti questi effetti non è anco- 
ra stato compreso, anche se molti degli aspetti mec- 
canicistici sono stati identificati. 

Determinante a questo proposito è stata la scoperta 
della fosforilazione da parte dell'ATP, che avviene 
durante il ciclo di trasporto in presenza di Na*. 
Usando tecniche di intrappolamenti chimici, è stato 
possibile dimostrare che questa fosforilazione avvie- 
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; Figura 18.17 La reazione del FH]NaBH,y con la (Na*-K*)-ATPasi fo- 


sforilata. L'isolamento dell’[*Hlomoserina dopo idrolisi acida della 


proteina indica che il residuo amminoacidico fosforilato in origine . 


era l’Asp. 


ne su un residuo di Asp formando un intermedio 
altamente reattivo di aspartil fosfato. Il sodio bori- 
druro riduce gli acil fosfati agli alcoli corrisponden- 
ti; nel caso dell’aspartil fosfato, l’alcol è l’omoserina. 
Usando l’[H8]NaBH, per ridurre l’enzima fosforilato, 
fu poi ritrovata nell’idrolizzato acido omoserina ra- 
dioattiva (Fig. 18.17). 


La (Na*-K*)}-ATPasi 
ha due stati conformazionali 


L’osservazione che l’ATP fosforila soltanto pom- 
pa sodio-potassio in presenza di sodio, mentre l’aspar- 
til fosfato viene idrolizzato solo in presenza di potas- 
sio, fanno pensare che l’enzima possieda due stati 
conformazionali distinti, E, ed Es. Questi stati han- 
no una diversa struttura terziaria, diverse attività ca- 
talitiche e diverse specificità di legame: 


1. E ha un sito di legame ad alta affinità per il Nat. 


rivolto verso l’interno (Ky=0,2mM, molto al di 
sotto della concentrazione intracellulare del so- 
dio) e reagisce con l’ATP per formare il prodotto 
attivato E,—P soltanto quando il sodio occupa il 
sito di legame. 
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2. La forma E>—P ha un sito di legame ad alta affi- 
nità per il K+ rivolto verso l’esterno (Ky=0,05 
mm, ben al di sotto della concentrazione extra- 
cellulare del potassio) e va incontro ad idrolisi for- 
mando E2+P;, quando il potassio occupa il sito 
di legame. 


Un meccanismo di reazione sequenziale ordinato 
spiega l’accoppiamento del trasporto attivo 
con l’idrolisi di ATP 


La (Na*-K*)-ATPasi opera in accordo con il se- 
guente schema sequenziale ordinato (Fig. 18.18): 


1. La forma E- 3Na*, che acquista lo ione sodio dal- 
l'interno della cellula, lega I.) ATP e forma un com- 
plesso ternario E1- ATP-3Na*. ; 

2. Il complesso ternario reagisce generando un in- 
termedio aspartil fosfato E.-P-3Na* ad «alta 
energia». 

3. Questo intermedio ad alta energia assume la con- 
formazione a «bassa energia» E,—P - 3Na* e rila- 
scia gli ioni sodio legati all’esterno della cellula, 
cioè il Na* viene trasportato attraverso la mem- 
brana. 

4. La forma E,—P lega due ioni potassio presenti al- 
l'esterno della cellula, formando l’intermedio 
Ez-P Kt. 

5. Il gruppo fosforico viene idrolizzato per produr- 
re la forma Eg-2K*. 


ATP 


E) *3Na > E, *ATP 


1. Legame dell’ATP 


3 Na* (dentro) 
2K* (dentro) 


| 6,Trasporto del K* | i. 
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Figura 18.18 Uno schema cinetico del trasporto attivo del sodio e 
del potassio da parte della (Na*-K*)-ATPasi. 
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Esterno 


le de 


6. E2-2K* cambia di conformazione, rilascia i due 
ioni potassio all’interno della cellula e li sostitui- 
sce con tre ioni sodio, completando il ciclo di tra- 
sporto. 


L’ordine obbligatorio della reazione richiede che 
l’ATP possa essere idrolizzato solo quando lo ione 
sodio viene trasportato nella direzione «in salita». Di 
conseguenza, lo ione sodio può essere trasportato nella 
direzione opposta, «in discesa», solo se viene allo stes- 
so tempo sintetizzato ATP. Anche se prese singolar- 
mente le reazioni sopra riportate sono reversibili, nel- 
le condizioni fisiologiche il ciclo illustrato nella Fig. 
18.18 funziona solo nella direzione delle lancette del- 
l'orologio. È probabile che l'enzima abbia un solo 
gruppo di siti di legame che apparentemente si mo- 
difica sia come orientamento sia come affinità du- 
rante il ciclo di trasporto. 


Una mutua destabilizzazione spiega la velocità 
del trasporto del Na* e del K+ 


Il meccanismo cinetico ordinato descritto pri- 
ma ci spiega soltanto l'accoppiamento del trasporto 
attivo con l’idrolisi dell'ATP. Per poter mantenere una 
ragionevole velocità di trasporto, le energie libere di 
tutti gli intermedi devono essere grosso modo uguali. 
Se uno degli intermedi fosse più stabile degli altri, 
questo intermedio si accumulerebbe producendo una 
profonda riduzione della velocità complessiva del tra- . 


ADP 


Mg2+ 
*3Na* ue} Ej-P «3Na* 


2. Formazione 
dell’intermedio 
aspartil fosfato 
«ad alta ener- 
gia» 


SNa* (fuori) 


4. Legame del K* 


2K* (fuori) 


570 Capitolo 18 


sporto. Per esempio, per trasportare il sodio «in sali- 
ta» al di fuori della cellula, il suo legame all’E, deve 
essere forte all’interno e debole all’esterno. Un lega- 
me forte significa però una maggiore stabilità e una 
potenziale strozzatura del flusso. Questa difficoltà vie- 
ne superata dalla fosforilazione di E1- 3Na* e dalla 
successiva modificazione conformazionale che pro- 
duce la forma E,—P a bassa affinità per il sodio (Tap- 
pe 2 e 3, Fig. 18.18). Allo stesso modo il legame del 
K+ all’E.—P all’esterno della cellula viene attenuato 
dalla defosforilazione e dal cambio conformazionale 
che genera la forma E, a bassa affinità per il potas- 
sio (Tappe 5 e 6, Fig. 18.18). Sono quindi queste mu- 
tue destabilizzazioni che consentono al sodio e al po- 
tassio di essere trasportati velocemente attraverso la 
membrana. 


I glicosidi cardioattivi inibiscono 
in modo specifico la (Na*-K*)-ATPasi 


Gli studi sulla pompa sodio-potassio sono stati 
molto facilitati dall’uso dei glicosidi cardioattivi 
(chiamati anche steroidi cardiotonici), prodotti na- 
turali che aumentano l’intensità della contrazione del 
muscolo cardiaco. La digitale, un estratto delle fo- 
glie della Digitalis purpurea (Fig. 18.19a) contenen- 
te una miscela di glicosidi cardioattivi, è stata usata 
per secoli per curare deficienze cardiache. Due di 
questi steroidi, la digitossigenina e la ouabaina 
(Fig. 18.19b), sono ancora tra i farmaci cardiotonici 
più prescritti. Queste sostanze inibiscono la 
(Na*-K*)-ATPasi legandosi saldamente alla porzio- 
ne della molecola esposta all’esterno della cellula (il 
farmaco è inefficace se iniettato all’interno della cel- 
lula) e blocca la Tappa 3 (vedi Fig. 18.18). L’aumen- 
to della [Na*] che si viene a generare incrementa 
l’attività dell’antiporto (Na*—Ca?+) che pompa il so- 
dio all’esterno della cellula e il calcio all’interno (pa- 
ragrafo 20.1C). Poiché il Ca°* innesca la contrazio- 
ne muscolare, l'aumento della [Ca?+] intracellulare 
aumenta anche la forza della contrazione del mu- 
scolo cardiaco. 


B. Ca2+-ATPasi 


Il Ca** agisce spesso da secondo messaggero 
con meccanismi simili a quelli del CAMP. Un aumen- 
to transitorio della concentrazione di questo ione in- 
nesca numerose risposte cellulari, comprese la con- 
trazione muscolare (paragrafo 34.3C), il rilascio di neu- 
rotrasmettitori (paragrafo 34.4C) e, come abbiamo vi- 
sto, la demolizione del glicogeno (paragrafo 17.30). 


. [3] 
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Figura 18.19 (a) Le foglie della pianta Digitalis purpurea sono la fonte 
della digitale che stimola il muscolo cardiaco. (Derek Fell.) (b) Due 
dei principali costituenti della digitale sono i glicosidi cardioattivi oua- 
baina e digitossigenina. 
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Figura 18.20 Il meccanismo cinetico della Ca?*-ATPasi. Il termine 
(dentro) si riferisce all’interno (citosol) della cellula, mentre (fuorì) 
si riferisce all’esterno della cellula, nel caso della pompa presente 
nella membrana plasmatica, oppure al lume del reticolo endoplasma- 
tico (o reticolo sarcoplasmatico) per pompe inserite nella membrana 
di questa struttura. 


Il Ca?+ è anche un attivatore importante del meta- 
bolismo ossidativo (paragrafo 19.4). 

La [Ca?+] negli spazi extracellulari (circa 1500um) 
è quattro ordini di grandezza più grande di quella 
del citosol (circa 0,1uM). Questo gradiente di concen- 
trazione viene mantenuto dal trasporto attivo del cal- 
cio attraverso la membrana plasmatica, il reticolo en- 
doplasmatico (il reticolo sarcoplasmatico nel musco- 
lo) e la membrana interna mitocondriale. Vedremo 
il sistema mitocondriale nel paragrafo 20.1B. La mem- 
brana plasmatica e il reticolo endoplasmatico conten- 
gono una Ca?*-ATPasi che pompa attivamente il 
calcio dal citosol verso l’esterno della cellula a spese 
dell’idrolisi dell’ ATP. Il meccanismo cinetico dei due 
enzimi è molto simile a quello della (Na*-K+) 
ATPasi (Fig. 18.18). Vi è infatti una notevole somi- 
glianza tra le sequenze di reazione di queste protei- 
ne che probabilmente derivano da una proteina an- 
cestrale comune. 


La calmodulina regola la pompa del Ca?* 


Per mantenere le appropriate condizioni fisio- 
logiche, una cellula deve regolare le attività delle sue 
‘ pompe ioniche in modo preciso. La regolazione della 
pompa del calcio nelle membrane plasmatiche viene 
operata dallo stesso ione Ca**, con la mediazione 


della calmodulina (CaM). Questa proteina che lega 
il Ca?*, ubiquitaria negli eucarioti, partecipa a nu- 
merosi processi di regolazione cellulari, compreso, 
come abbiamo osservato, il controllo del metaboli- 
smo del glicogeno (paragrafo 17.3C). La sequenza di 
148 residui amminoacidici altamente conservata del- 
la CaM presenta una particolarità strutturale: il resi- 
duo di Lys 115 è trimetilato e il suo gruppo ammini. 
co quaternario è sempre carico positivamente. La pro- 
teina, la cui struttura ai raggi X è stata determinata 
da Charles Bugg, ha una forma curiosa a manubrio 
costituita da due domini globulari collegati da sette 
giri di o-elica (Fig. 18.21). 

La calmodulina possiede quattro siti di legame ad 
alta affinità per il Ca?*, due in ciascun dominio glo- 
bulare. Tutti i siti sono formati dallo stesso motivo 


Figura 18.21 La struttura ai raggi X della calmodulina dei testicoli 
di ratto. Questa proteina monomerica di 148 residui contiene due 
domini globulari simili separati da sette giri di a-elica. | residui ammi- 
noacidici sono colorati sulla base degli angoli della conformazione 
dello scheletro covalente: in celeste, gli angoli dell’a-elica; in verde, 
gli angoli della struttura 6; in giallo, gli angoli intermedi tra la struttu- 
ra B e l'a-elica; in viola, l'elica sinistrorsa. | residui di Gly sono in 
bianco e il residuo N-terminale è in blu. ! due siti di legame per 
il Ca?* sono indicati dalle sfere bianche. (Per gentile concessione 
di Michael Carson, University of Alabama, Birmingham. La struttura 
ai raggi X è stata determinata da Charles Bugg.) 
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strutturale elica-ripiegamento-elica noto come mano 
EF (Fig. 18.22), presente anche in molte altre protei- 
ne che legano il calcio. Gli ioni metallici vengono in 
questi siti coordinati ottaedricamente da atomi di os- 
sigeno dello scheletro covalente, delle catene laterali 
dei residui amminoacidici presenti nel ripiegamento 
e da una molecola di acqua associata alla proteina. 
Il legame del Ca?* a uno di questi siti della CaM in- 
nesca una profonda variazione conformazionale che 
porta all’esposizione di una superficie non polare al- 
trimenti non accessibile. Le interazioni idrofobiche 
tra una o due di queste superfici della CaM e le pro- 
teine bersaglio sono probabilmente responsabili del- 
le proprietà regolatrici Ca?*-dipendenti esercitate 
dalla CaM stessa. 

Il complesso Ca?*-calmodulina attiva la 
Ca?+-ATPasi ‘della membrana plasmatica. L’attiva- 
zione, come osservato da studi sulla pompa per il 
calcio isolata, risulta da una diminuzione della Ky 
dell’enzima per il Ca?* da 20um a 0,5uM. Ora possia- 
mo comprendere come il Ca?* regoli la sua stessa 
concentrazione citoplasmatica: a concentrazioni di 
Ca?+ al di sotto del valore della costante di dissocia- 
zione della calmodulina per il calcio (circa ium), la 
Ca?+-ATPasi è relativamente inattiva. Se però la con- 
centrazione del Ca** aumenta oltre questo livello, lo 
ione si lega alla calmodulina che, a sua volta, si lega 
e attiva la pompa del calcio: 


Ca?+ + CaM == Ca?* - CaM* + pompa (inattiva) = 


== Ca?* - CaM* - pompa (attiva) 


(il termine CaM* indica la calmodulina attivata dal 
calcio). Questa interazione fa diminuire il valore di 
Kw della pompa per il calcio sotto la [Ca®+] dell’am- 
biente causando il trasporto di questi ioni dal citosol 
verso l’esterno. Quando la concentrazione del calcio 
diminuisce a sufficienza, lo ione si dissocia dalla cal- 
modulina e si genera una serie di eventi, l’inverso 
di quelli che hanno portato all’attivazione, che spen- 
gono il processo. L’intero sistema risulta analogo alla 
pompa di drenaggio di un pozzo che viene attivata 
automaticamente quando il livello dell’acqua raggiun- 
ge un determinato livello. 


Come si lega la calmodulina 
alle sue proteine bersaglio 


La calmodulina (CaM) è una proteina regolatri- 
ce che segnala il livello del Ca?* a una grande va- 
rietà di proteine, comprese le pompe per il calcio, 
le proteine chinasi (paragrafo 17.30) e le proteine coin- 


Mano EF . 


Figura 18.22 | siti di legame del Ca?* in molte proteine che funzio- 
nano come sensori per i livelli di calcio sono formati dal motivo strut- 
turale elica-ripiegamento-elica, chiamato mano EF. (Fonte: KRETSINGER, 
R.H., Annu. Rev. Biochem., 45, p. 241, 1976.) ‘ 


volte nella motilità (paragrafo 34.3). La CaM è una 
molecola a forma di manubrio costituita da due do- 
mini globulari, contenenti ciascuno due siti di lega- 
me per il calcio (detti mano EF), collegati da una lun- 
ga a-elica (Figg. 18.21 e 18.22). Il legame del Ca°* 
a uno dei due domini induce una variazione confor- 
mazionale in quel dominio:che porta all’esposizione 
di un frammento idrofobico-ricco in residui di Met, 
altrimenti nascosto. Questo frammento si lega con 
un’alta affinità, ma con una specificità piuttosto lar- 
ga, alle a-eliche anfifiliche delle proteine bersaglio, 
modulandone in questo modo l’attività. Segmenti di 
queste eliche contenenti circa 20 residui, oppure eli- 
che anfifiliche sintetiche contenenti soltanto residui 
di Leu, Lys e Trp, legano la CaM con la stessa affinità 
delle proteine bersaglio. La larga specificità della CaM 
viene in parte spiegata dalla flessibilità della catena 
laterale dei residui di Met che consente a questo fram- 
mento idrofobico di potersi adattare a una grande 
varietà di catene idrofobiche presenti sulle eliche an- 
fifiliche delle proteine bersaglio. 

Anche se ai raggi X la struttura della CaM risulta 
piuttosto estesa (Fig. 18.21), un certo numero di studi 
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indicano che i due domini globulari della proteina 
possono legarsi contemporaneamente alla stessa eli- 
ca del bersaglio. Evidentemente, l’a-elica centrale del- 
la CaM ha una funzione di supporto flessibile e non 
di spaziatore rigido. Questa proprietà aumenta ulte- 
riormente il campo d’azione della CaM. 


C. L'(H*-K*)-ATPasi della mucosa gastrica 


[795]Le cellule parietali della mucosa gastrica dei 
mammiferi secernono HCl ad una concentrazione di 
0,15M (pH 0,8). Poiché il pH citosolico di queste cel- 
lule è 7,4, la differenza di pH che si viene a creare 
è di 6,6 unità, la più grande differenza osservata in 


cellule eucariotiche. I protoni secreti derivano dalla. 


idratazione della CO, ad opera della carbonico ani- 
drasi: 


CO,+H,0 == HCO7 +H* 


Alla secrezione degli ioni H* prende parte una 
(A*-K*)-ATPasi, un antiporto elettroneutrale con 
proprietà simili a quelle della pompa sodio-potassio. 
Come le altre pompe che abbiamo visto, anche que- 
sta viene fosforilata durante il ciclo di trasporto. In 
questo caso, il K+, che entra nella cellula in seguito 
al pompaggio del protone, viene successivamente ri- 
portato all’esterno da un cotrasporto elettroneutrale 
con il CI”. L’HCI è quindi il prodotto complessivo 
di questa serie di trasporti. 


Per molti anni il trattamento dell’ulcera peptica, una 
condizione anche fatale causata dall’attacco dell’acido 
cloridrico dello stomaco sulla mucosa gastrica, porta- 
va spesso alla rimozione chirurgica della porzione di 
stomaco colpita. La scoperta della cimetidina, ad ope- 
ra di James Black, 


N_C=N 
H3C CHy_ S—CHy—CH,—NHT— C—NH—CH, 
INA 


Cimetidina 


CH,— CHo—NHi 
HN. LA 
Istammina 


che inibisce la secrezione acida dello stomaco, ha eli- 
minato quasi completamente la necessità dell’intervento 
chirurgico, in alcuni casi molto pericoloso e debilitan- 
te. La (H*-K*)-ATPasi della mucosa gastrica viene at- 
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tivata mediante stimolazione con istammina di un ri- 
cettore sulla superficie cellulare, in un processo media- 
to dal cAMP. La cimetidina (nome commerciale: Taga- 
met) e i suoi analoghi competono con l’istammina per 
il legame al recettore e sono presenti in molti prodotti 
farmacologici prescritti in tutto il mondo. 


D. Traslocazione di gruppo 


La traslocazione di gruppo è una variazione 
del trasporto attivo guidato dall’ATP che i batteri 
gram-negativi usano per importare alcuni tipi di zuc- 
chero. La traslocazione differisce dal trasporto atti- 
vo per il fatto che le molecole trasportate vengono an- 
che modificate chimicamente. L’esempio di trasloca- 
zione di gruppo più studiato è il sistema fosfotran- 
sferasico fosfoenolpiruvato dipendente (PTS) 
dell’E. coli scoperto da Saul Roseman nel 1964. Il fo- 
sfoenolpiruvato (PEP) è il donatore del gruppo fosfo- 
rico del sistema (ricordate che il PEP è un donatore 
di gruppi fosforici «ad alta energia» per la sintesi di 
ATP nella reazione glicolitica della piruvato chinasi; 
paragrafo 16.2). Il PTS trasporta e fosforila simulta- 
neamente gli zuccheri. Poiché le membrane cellulari 
sono impermeabili agli zuccheri fosforilati, una volta 
entrati essi restano intrappolati. Gli zuccheri traspor- 
tati dal sistema sono elencati nella Tabella 18.2. 

Il sistema PTS comprende due proteine citoplasma- 


i tiche solubili, l’Enzima I (E D e l’Hpr, che parteci- 
pano al trasporto di tutti gli zuccheri (Fig. 18.23). 


Inoltre, per ogni tipo di zucchero che il sistema tra- 
sporta esiste una specifica proteina transmembrana 
di trasporto E II e in alcuni casi una proteina E IMI 
specifica per lo zucchero, che può essere, in alcune 
situazioni, legata alla membrana, oppure citosolubi- 
le in altre. Il trasporto del glucosio, per esempio, ri- 
chiede la partecipazione di E II; e di E III;. 

Il trasporto del glucosio, che è simile a quello degli 
altri zuccheri, avviene nel seguente modo (Fig. 18.23): 


1. Il PEP fosforila E I formando un addotto fosfoisti- 
dinico reattivo. 


Fosfoistidina 


2. Il gruppo fosforico viene trasferito all’atomo M(1) ;, 


di un residuo di His dell’HPr. L’His è apparente- 
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PP; + cAMP 


ATP 


5 4. Trasporto 


1. Fosfori- 2. Trasferi- 3. Trasferi- 
lazione di mento del mento del 3 del glucosio 
E | da parte gruppo fosfo- gruppo fosfo- con fosforilazione 
dei PEP ‘rico all’HPr rico all'E HI È 
Piruvato EI-P HPr Glucosio 
PEP EI HPr- P ElIg 
6: Dia 
Glucosio-6-P Q 


Figura 18.23 Il trasporto del glucosio da parte del sistema fosfotrasfe- 
rasico PEP dipendente (PTS). Hpr ed E | sono proteine citoplasmati- 
che comuni a tutti gli zuccheri trasportati. E Il, ed E Iilz sono protei- 


Glucosio Mannitolo 
Fruttosio Sorbitolo 
Mannosio Galattitolo 
N-acetilglucosammina Lattosio 


mente un accettore di gruppi fosforici favorevole 
nelle reazioni di trasferimento del gruppo fosfo- 
rico. Partecipa anche alla reazione della fosfogli- 
cerato mutasi nella glicolisi (paragrafo 16.2H). 

3. L’HPr-P continua la catena di trasferimento del 
gruppo fosforico, fosforilando E IIg. 

4. Il gruppo fosforico viene finalmente trasferito dal- 
VE II; al glucosio, che viene trasportato attraver- 
so la membrana da E I. Il glucosio viene rila- 
sciato nel citoplasma soltanto dopo essere stato fo- 
sforilato a glucosio-6-fosfato (GGP). 


Quindi il trasporto del glucosio è guidato anche se 
indirettamente da una fosforilazione operata dal PEP. 
Il PTS è energeticamente efficiente, in quanto viene 
utilizzata solo una molecola di ATP sia per traspor- 
tare che per fosforilare una molecola di glucosio. 
Quando il trasporto attivo e la fosforilazione avven- 
gono in due tappe separate, sono necessarie due mo- 
x lecole di ATP per molecola di glucosio processata. 


i 


£ 


OE 


Fai pi 


ne specifiche per il glucosio. L’adenilato ciclasi viene attivata dalla 
presenza di E Iliz—P. 


Il trasporto dello zucchero nei batteri 
è regolato geneticamente 


Il PTS è molto più complesso degli altri sistemi 
di trasporto che abbiamo incontrato, probabilmente 
in quanto fa parte di un complicato sistema di rego- 
lazione che governa il trasporto degli zuccheri. Quan- 
do uno degli zuccheri che vengono trasportati dal 
PTS è abbondante, viene inibito il trasporto degli al- 
tri zuccheri che entrano nella cellula con sistemi di- 
versi dal PTS. Questa inibizione, chiamata inibizio- 
ne da catabolita, è mediata’ dalla concentrazione di 
cAMP (paragrafo 29.3C). Il CAMP attiva la trascrizio- 
ne del gene che codifica per varie proteine di tra- 
sporto degli zuccheri, compresa la lattosio permeasi 
(paragrafo 18.4B). La presenza di glucosio determina 
una diminuzione dei livelli della [CAMPI che si tra- 
smette in una repressione della sintesi di proteine 
che trasportano altri zuccheri. 

Il meccanismo di controllo della [cAMP] risiede sulla 
E IIly che viene fosforilata nella Tappa 3 del proces- 
so di trasporto del PTS (Fig. 18.23). In assenza di glu- 
cosio, questo enzima si accumula nella sua forma fo- 
sforilata. Si pensa che l’E IIly— P attivi l’adenilato ci- 
clasi generando un’elevazione della concentrazione 
di cAMP. Quando il glucosio è abbondante, la concen- 
trazione di E II:-P diminuisce man mano che si for- 
ma G6P durante il trasporto operato dal PTS. L’ade- 
nilato chinasi viene quindi deattivata, la concenira- 


zione di cAMP diminuisce e la sintesi di lattosio per-. 


(#36) (759) [800] 
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measi e di altre proteine coinvolte nel metabolismo 
del lattosio viene ridotta. Questa è una forma di con- 
servazione dell’energia per la cellula. Perché sinte- 
tizzare proteine necessarie per il trasporto ed il me- 
tabolismo di tutti gli zuccheri, quando nella cellula 
verrà metabolizzato uno zucchero per volta? 


4. TRASPORTO ATTIVO 
GUIDATO DA GRADIENTI IONICI 


I sistemi come la (Na+-K+)-ATPasi discussi in 
precedenza utilizzano l’energia libera di idrolisi del- 
VPATP per generare un gradiente di potenziale elet- 
trochimico attraverso la membrana. L’energia libera 
immagazzinata in un gradiente di potenziale elettro- 
chimico può essere utilizzata per favorire vari pro- 
cessi fisiologici endoergonici. La sintesi di ATP nei mi- 
tocondri e nei cloroplasti viene indotta dalla dissipa- 
zione di gradienti protonici generati mediante la ca- 
tena di trasporto degli elettroni e la fotosintesi (para- 
grafi 20.3C e 22.2D). In questo paragrafo incontrere- 
mo i trasporti attivi favoriti dalla dissipazione di gra- 
dienti ionici. Prenderemo in considerazione tre esem- 
pi: l’assunzione intestinale del glucosio ad opera del 
simporto Na*-glucosio, l’assunzione del lattosio ad 
opera della lattosio permeasi di E. coli e il traspor- 
tatore ADP—ATP dei mitocondri. 


(b) Villo 


Epitelio 

cilindrico 
(cellule con 
orletto a 
spazzola) 


Capillari 


intestinale 


Figura 18.24 Il trasporto del glucosio nell’epitelio intestinale. 1 villi 
presenti nell'intestino tenue aumentano l’area superficiale e quindi 
facilitano l'assorbimento delle sostanze nutrienti. Le cellule dell’orlet- 
to a spazzola da cui partono i villi concentrano attivamente il gluco- 


A. Il simporto Na+-glucosio 


Il glucosio che arriva dalla dieta viene concen- 
trato attivamente nelle cellule dell’orletto a spaz- 
zola dell’epitelio intestinale mediante un simporto 
Na* dipendente (Fig. 18.24). 

Lo zucchero viene trasportato da queste cellule al 
flusso circolatorio con un uniporto mediato passivo 
per il glucosio, che si trova localizzato sul lato della 
cellula in contatto con i capillari e simile a quello 
presente sulla membrana eritrocitaria (paragrafo 
18.2B). 

Notate che, anche se la fonte di energia immediata 
per il trasporto del glucosio dall’intestino è il gradien- 
te di Na*, in realtà è energia di idrolisi dell’ATP che 
favorisce questo processo mantenendo il gradiente di 
Na+ attraverso l’azione della pompa sodio-potassio. 


I trasportatori del glucosio attivi e passivi 
hanno una diversa sensibilità a composti chimici 


I due sistemi di trasporto del glucosio sono ini- 
biti da sostanze diverse: 


1. La florizina inibisce il trasporto del glucosio 
Na+-dipendente. 

2. La citocalasina B inibisce il trasporto del gluco- 
sio Na*-indipendente. 


(c) Trasporto del glucosio 


Lume intestinale-+——__—» Capiliari 


Simporto Na* - glucosio 


Glucosio 
Glucosio 
i Uniporto del 
Nat i glucosio 
K+ 


(Nt -K*)-ATPasi 
Cellula con orietto a spazzola “i 


sio sottraendolo al lume dell'intestino tenue con un simporto 
Na*-glucosio, un processo favorito dalla pompa sodio-potassio. Il glu- 
cosio viene esportato al flusso sanguigno attraverso un uniporto me- 
diato passivo simile a quello degli eritrociti. 


Ni iù EEE 
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Entrambi gli inibitori si legano alle loro proteine ber- 
saglio sulla superficie esterna delle cellule; questo dato 
ci conferma che queste proteine sono inserite asim- 
metricamente nelle membrane. L’uso di questi inibi- 
tori consente di studiare separatamente nelle cellule 
intatte l’azione dei due trasportatori del glucosio. 

Studi cinetici hanno stabilito che il simporto 
Na+-glucosio lega i suoi substrati, Na+ e glucosio, 
senza un ordine preciso (Fig. 18.25). Soltanto quando 
entrambi i substrati sono legati, la proteina modifica 
la sua conformazione, esponendo i siti di legame verso 
l'interno della cellula. La necessità di legare contem- 
poraneamente sodio e glucosio è un vantaggio, in 
quanto previene la dissipazione del gradiente di so- 
dio senza avere un trasporto di glucosio. 


B. La lattosio permeasi 


I batteri gram-negativi come l’E. coli contengo- 
no diversi sistemi di trasporto attivo per la concen- 


Figura 18.25 Il simporto Na*-glucosio ha un mecca- Na* 
nismo cinetico casuale Bi Bi. T, e T; rappresentano 
rispettivamente la proteina trasportatrice con i siti di 
legame esposti sulla faccia interna oppure sulla faccia 
esterna della membrana. (Fonte: CRANE, R.K. e DORAN- 
DO, F.C., in MARTONOSI, A.N., (curatore), Membranes 
and transport, Vol. 2, p. 154, Plenum Press, 1982.) 
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Figura 18.26 Il meccanismo cinetico della lattosio permeasi dell’£. 
coli. Il lattosio e gli ioni idrogeno sono legati e rilasciati in ordine 
casuale da E-2 all’esterno della cellula e da E-1 all’interno della cellu- 
la. E-2 deve legare sia il lattosio che l’H* per poter cambiare con- 
formazione e diventare E-1, cotrasportando queste sostanze nella cel- 
lula. E-1 ritorna ad assumere la conformazione di E-2 quando rilascia 
sia il lattosio che gli ioni idrogeno, completando il ciclo di trasporto. 


trazione degli zuccheri. Abbiamo già visto il sistema 
PTS. Un altro sistema studiato intensivamente, la lat- 
tosio permeasi (nota anche come galattoside per- 
measi), utilizza il gradiente protonico attraverso la 
membrana della cellula batterica per cotrasportare 
ioni H* e lattosio (Fig. 18.26). Il gradiente protonico 
viene generato dal metabolismo ossidativo con un si- 
stema simile a quello utilizzato dai mitocondri (para- 
grafo 20.35). Il gradiente di potenziale elettrochimi- 
co creato da questi due sistemi viene usato principal- 
mente per favorire la sintesi di ATP. 

Come è stato scoperto che il trasporto del lattosio 
richiedeva la presenza di un gradiente protonico? Ro- 
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nald Kaback ha dimostrato questa necessità del tra- 
sporto, mediante le seguenti osservazioni: 


1. La velocità di trasporto del lattosio nei batteri vie- 
ne aumentata enormemente dall’aggiunta di D- 
lattato, una fonte di energia per la generazione 
del gradiente protonico transmembrana. Gli ini- 
bitori del metabolismo ossidativo, come il cianu- 
ro, bloccano la formazione del gradiente protoni- 
co e il trasporto del lattosio. 

2. Il 2,4-dinitrofenolo, uno ionoforo per protoni che 
dissipa i gradienti protonici transmembrana (pa- 
ragrafo 20.3D), inibisce il trasporto del lattosio sia 
in batteri intatti che in vescicole membranose. 

3. La fluorescenza del dansilamminoetiltiogalat- 


toside, 
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un inibitore competitivo del trasporto del latto- 
sio, è sensibile alla polarità del suo ambiente e 
quindi si modifica quando il composto si lega alla 
lattosio permeasi. Le valutazioni della fluorescen- 
za hanno stabilito che questo composto non si le- 
ga a vescicole membranose contenenti lattosio per- 
measi in assenza di un gradiente protonico trans- 
membrana. 


La lattosio permeasi 
ha due stati conformazionali 


La lattosio permeasi come la (Na+-K+)-ATPasi 
è una proteina transmembrana con due stati confor- 
mazionali (Fig. 18.26): 


1. E-1 ha un sito di legame a bassa affinità per il 
lattosio che guarda verso l’interno della cellula. 
2. E-2 ha un sito di legame ad alta affinità per il 
lattosio che guarda verso l’esterno della cellula. 


Il trasporto attraverso le membrane 577 


E-1 ed E-2 possono interconvertire soltanto se i loro 
siti per gli ioni H* e per il lattosio sono o entrambi 
occupati o entrambi vuoti. Questa proprietà previe- 
ne la dissipazione del gradiente protonico senza ave- 
re contemporaneamente il cotrasporto del lattosio nel- 
la cellula e, allo stesso tempo, avere il trasporto di 
lattosio verso l’esterno associato a un cotrasporto con- 
tro gradiente di concentrazione di ioni H*. 

La lattosio permeasi dell’E. coli è una proteina trans- 
membrana che media il cotrasporto di un singolo pro- 
tone con una molecola di 8-galattoside come il disac- 
caride lattosio. Misure di dicroismo circolare hanno 
indicato che questa proteina di 417 residui è per ol- 
‘tre l’80% in forma elicoidale e le predizioni della strut- 
tura secondaria, insieme a studi di manipolazione ge- 
netica, hanno suggerito che la proteina è costituita 
in gran misura da 12 a-eliche transmembrana. 

La mutagenesi sito-diretta dell’His 322 ad Arg, Asn, 
Gln oppure Lys riduce in modo drammatico la velo- 
cità del trasporto attivo del lattosio della permeasi, 
mentre la sostituzione di una delle altre tre His della 
molecola non ha alcun effetto sulla sua funzione. Ad 
elevate concentrazioni di lattosio, la permeasi muta- 
ta a livello dell’His 322 media il trasporto del lattosio 
verso l’interno senza però la concomitante trasloca- 
zione del protone. Anche la permeasi mutata a livel- 
lo del Glu 325 con Ala, Cys, His, Trp oppure Val ca- 
talizza l’influsso di lattosio, ma non il suo trasporto 
attivo o l’efflusso. Questo risultato è consistente con 
uno schema cinetico in cui il protone e il lattosio si 
legano alla permeasi in un ordine non definito sulla 
superficie esterna della cellula e il lattosio viene rila- 


: sciato dalla proteina prima che l’H* entri nella cel- 


lula (notate che la didascalia della Fig. 18.26 stabili- 
sce che il legame ed il rilascio avvengono casualmen- 
te, senza un ordine preciso). 

Gli studi citati sopra ci suggeriscono che l’His 322 
e il Glu 325 fanno parte di un sistema di conduzione 
dei protoni, in cui sarebbe coinvolta anche Arg 302, 
come è stato indicato da altre indagini con la muta- 
genesi. La costruzione di modelli delle due eliche che 
potrebbero contenere questi tre residui tendono a di- 
mostrare che essi possono formare una catena di le- 
gami idrogeno in cui il gruppo guanidinico dell’Arg 
302 forma un legame idrogeno con il gruppo imida- 
zolico dell’His 322, il quale forma a sua volta un lega- 
me idrogeno con il gruppo carbossilico dissociato del 
Glu 325, generando una struttura che ricorda la tria- 
de catalitica delle proteasi serina (Fig. 14.21). 


C. Il traslocatore ADP— ATP 


L’ATP generato nella matrice mitocondriale (il 
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compartimento interno di questi organelli; paragra- 
fo 1.2A) mediante la fosforilazione ossidativa (para- 
grafo 20.3C) viene utilizzato in gran parte nel citosol 
per favorire i processi endoergonici come le biosin- 
tesi, il trasporto attivo e la contrazione muscolare. 
La membrana interna mitocondriale contiene un si- 
stema che trasporta l’A'TP dalla matrice verso l’ester- 
no, scambiandolo con ADP prodotto nel citosol per 
idrolisi del nucleoside trifosfato. Questo antiporto è 
elettrogenico in quanto scambia ADP*” con ATP*. 

Alcuni prodotti naturali inibiscono la traslocazione 
di ATP e ADP. L’attrattoside ed il suo derivato car- 
bossiattrattoside inibiscono il processo soltanto se 
presenti sulla superficie esterna della membrana in- 
terna mitocondriale; l'acido bongcerechico agisce in- 
vece sulla superficie interna. 
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Queste azioni differenziali degli inibitori hanno por- 
tato all’isolamento della proteina trasportatrice e alla 
chiarificazione del suo meccanismo di azione. Per 
esempio, il traslocatore è stato purificato per croma- 
tografia per affinità (paragrafo 5.3D), usando come 
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Figura 18.27 Meccanismo conformazionale del traslocatore ADP— ATP. 
Il sito di legame dei nucleotidi adeninici localizzato nell’area di con- 


tatto delle due subunità del traslocatore viene alternativamente espo- ’ 


sto ai due lati della membrana. AI contrario del trasportatore del glu- 


cosio (Fig. 18.13), il traslocatore ADP- ATP può modificare la sua 


conformazione soltanto se lega ADP oppure ATP. 


ligandi di affinità derivati dell’attrattoside. Il legame 


dell’attrattoside è pure un valido sistema di identifi- 
cazione del traslocatore. 

Il traslocatore ADP — ATP, una proteina dimeri- 
ca con subunità uguali con una massa molecolare di 
30 kD, ha caratteristiche simili a quelle delle altre 
proteine trasportatrici. Esso ha un sito di legame per 


cui competono l’ADP e l’ATP e due stati conforma-. 
‘zionali, uno con il sito di legame per l’ADP o ’ATP 


rivolto verso l’interno del mitocondrio e l’altro con 
il sito che guarda verso l’esterno (Fig. 18.27). Il tra- 
slocatore è un antiporto in quanto deve legare uno 
dei ligandi per andare incontro alla modificazione 
conformazionale ad una velocità fisiologicamente ra- 
gionevole. 

Il traslocatore ADP— ATP non è di per sé un siste- 
ma di trasporto attivo. L’esportazione elettrogenica 
verso l’esterno di una carica negativa per ogni ciclo 
di trasporto viene favorita dalla differenza di poten- 
ziale di membrana (Ay) esistente sulla membrana in- 
terna mitocondriale (il polo positivo è all’esterno). Ciò 
determina la formazione di gradienti di concentra- 
zione di ATP e di ADP tra la membrana. 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Le molecole polari e gli ioni sono trasportati at- 
traverso le membrane biologiche da specifiche protei- 
nei trasportatrici transmembrana. La variazione di 
energia libera della specie trasportata dipende dal rap- 
porto tra le sue concentrazioni ai due lati della mem- 
brana e, se la specie è carica, dal potenziale di mem- 
brana Ay. La velocità della diffusione non mediata 
attraverso una membrana è una funzione lineare del- 
la differenza tra le concentrazioni della specie ai due 
lati della membrana, come dice la prima legge della 
diffusione di Fick. La velocità del trasporto mediato 
è caratterizzata da una rapida cinetica di saturazio- 
ne e da una stretta specificità per una sostanza. Que- 
sto trasporto è soggetto all’inibizione competitiva e 
all’inattivazione chimica. Gli ionofori trasportano io- 
ni attraverso le membrane. Gli ionofori trasportato- 
ri, come la valinomicina, possono effettuare questo 
trasporto circondando gli ioni con un rivestimento 
idrofobico solubile nella membrana, che può libera- 
mente diffondere nella membrana stessa. Gli ionofo- 
ri formatori di canali, come la gramicidina A, gene- 
rano un poro transmembrana attraverso cui posso- 
no diffondere gli ioni. Il trasporto del glucosio attra- 
verso la membrana dell’eritrocita è mediato da una 
glicoproteina dimerica transmembrana che può as- 
sumere due conformazioni: una con un sito di legame 
per il glucosio disposto sulla superficie esterna della 
cellula ed una con un sito di legame per il glucosio 
rivolto verso l’interno della cellula. Il trasporto avvie- 
ne mediante il legame del glucosio alla proteina su 
una faccia della membrana, seguito da una variazio- 
ne conformazionale che chiude questo sito ed espone 
l’altro (un poro controllato). 

Il trasporto attivo di molecole oppure di ioni contro 
un gradiente di concentrazione richiede un rifornimen- 
to di energia libera. L’energia libera di idrolisi del- 
l’ATP è accoppiata al trasporto di tre ioni Na* ver- 
so l’esterno e di due ioni K+ verso l’interno della cel- 
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lula dalla (Na+-K*)-ATPasi. Questo processo elettro- 
genico comprende la fosforilazione di un residuo di 
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PROBLEMI 


1. Sela concentrazione di glucosio all’interno di una cel- 
lula è 10mm, ma all’esterno è 0,1mm, qual è la diffe- 
renza di potenziale chimico del glucosio attraverso la 
membrana a 37 °C? 


E e ttt mr 


2. Se una soluzione di una macromolecola ionica è in equi- 
librio con una soluzione salina, da cui è separata da una 
membrana attraverso la quale possono passare gli ioni 
salini, ma non le macromolecole, si viene a generare un 
potenziale di membrana. Questa situazione, chiamata 
equilibrio Donnan, si crea a causa dell’impermeabi- 
lità della membrana ad alcuni ioni e non ad altri e im- 
pedisce l’equilibramento delle concentrazioni ioniche 
ai due lati della membrana. Per dimostrare questo fat- 
to, assumete che il sale CIT di una proteina monocatio- 
nica P* venga sciolto in acqua in modo che la concen- 
trazione di C17 in soluzione sia 0,1m e che sia separata 
da una membrana, impermeabile alla proteina ma non 


al sodio cloruro, da un uguale volume di una soluzione - © 


0,iMm di NaCl. Assumendo che non vi siano variazioni 
di volume nei due compartimenti, quali sono le concen- 
trazioni delle varie specie ioniche sui due lati della mem- 
brana dopo che il sistema è stato equilibrato? (Tenere pre- 
sente che: la massa viene conservata, le soluzioni ai due 
lati della membrana devono essere elettricamente neu- 
tre. All’equilibrio, AG; + +AGq-=0.) 


3. Quanto tempo impiega una molecola di gramicidina 
A a trasportare un numero sufficiente di ioni sodio 
da variare la concentrazione interna di un eritrocita 
con un volume di 804m3 a 10mm? Assumete che le 
pompe per il sodio dell’eritrocita non siano operanti. 


4. La (Na*-K*)-ATPasi viene inibita da concentrazioni 
nanomolari di vanadato, che forma uno ione pentava- 
lente VO5”, con una simmetria bipiramidale trigona- 
le. Descrivete il meccanismo di questa inibizione. (Sug- 
gerimento: rileggere il paragrafo 15.2B.) 
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Sistema fosfotransferasico PEP-dipendente 


SAIER, M.H., JR., (1977), «Bacterial phosphoenolpyruvate: su- 
gar phosphotransferase systems: structural, functional 
and evolutionary interrelationship», Bacteriol. Rev., 41, 
pp. 856-871. 


5. La (H*-K+)-ATPasi secerne ioni idrogeno a una con- 
centrazione di 0,18 da cellule che hanno un pH in- 
terno di 7,0. Qual è il AG necessario per il trasporto 
di una mole di H* in queste condizioni? Assumen- 
do che il AG per l’idrolisi dell’ATP sia —31,5 
kKJ- mol! e che il potenziale di membrana sia 0,06 
V, con l’interno negativo, quanto ATP deve essere 
idrolizzato per rendere il trasporto di una mole di 
H* esoergonico? 


6. Una membrana dello spessore di 100 À ha un poten- 
ziale di membrana di 100 mV. Qual è l’ampiezza di 
questa differenza di potenziale in V-cm7!? Com- 
mentate la grandezza di questo campo potenziale in 
termini macroscopici. 


hà 


Il potenziale di membrana a riposo di un neurone (Ay) 
è —60 mV (con l’interno negativo). Se la variazione 
di energia libera associata al trasporto di uno ione so- 
dio dall’esterno all’interno è — 1,9 kJ- mol"! e la con- 
centrazione di ioni sodio all’esterno della cellula è 
260mm, qual è la [Na+] all’interno della cellula? 


8. Scrivete la struttura dei seguenti composti e indicate 
se essi possono attraversare una membrana senza me- 
diazione oppure se richiedono una facilitazione. In- 
dicate anche il criterio che utilizzate per trarre que- 
ste decisioni. (a) etanolo; (b) glicina; (0) colesterolo; 
(d) ATP. ° 


ha 


Scrivete uno schema cinetico per la (H*-K+)-ATPasi 
che spieghi l'accoppiamento dell’idrolisi di ATP con 
il trasporto di ioni idrogeno. Discutete l’ordine di in- 
gresso dei substrati necessario per l'accoppiamento. 
Identificate le tappe in cui si ha una mutua destabi- 
lizzazione che determina una velocità ragionevole del 
trasporto. 
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Il ciclo 
dell'acido citrico 


In questo capitolo continuiamo la nostra esplo- 
razione metabolica esaminando il ciclo dell’acido 
citrico, il sistema di degradazione ossidativa comu- 
ne agli eucarioti e ai procarioti. Questo ciclo, noto 
anche con i nomi di ciclo degli acidi tricarbossili- 
ci oppure di ciclo di Krebs, è il punto centrale del 
sistema metabolico: è responsabile delle ossidazioni 
di carboidrati, acidi grassi ed amminoacidi e genera 
numerosi precursori biosintetici. Il ciclo dell’acido ci- 
trico è quindi anfibolico, cioè opera sia catabolica- 
mente che anabolicamente. 

Iniziamo il nostro studio del ciclo dell’acido citrico 
con uno sguardo alle sue reazioni e alla storia della 
sua scoperta. In seguito analizzeremo l’origine del 
composto di partenza del ciclo, l’acetil-coenzima A 
(acetil-CoA), l’intermedio comune che si forma nel- 
la degradazione di molte molecole di sostanze nu- 
trienti. Dopo aver discusso i meccanismi di reazione 
degli enzimi che catalizzano il ciclo, vedremo come 
viene regolato. Infine, scopriremo la natura anfiboli- 
ca del ciclo, esaminando le sue interazioni con altre 


‘ vie metaboliche. 


1. UNO SGUARDO AL CICLO 


[807]Il ciclo dell’acido citrico (Fig. 19.1) è una serie 
di reazioni che ossidano il gruppo acetile dell’acetil- 
CoA a due molecole di CO. in un modo che conserva 
l’energia libera per la produzione di ATP. Prima di 
studiare queste reazioni in dettaglio, prendiamo in 
considerazione la strategia chimica del ciclo, dando 
uno sguardo al suo interno e analizzando il destino 
del gruppo acetile in ogni tappa. Durante questo 
sguardo, dobbiamo tenere presente alcune delle prin- 
cipali scoperte che sono state fondamentali per le no- 
stre attuali conoscenze sul ciclo. 
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Figura 19/1 Le reazioni del ciclo dell'acido citrico. La reazione 
Piruvato — acetil-CoA (in alto) rifornisce il ciclo di substrati che 
arrivano dal metabolismo dei carboidrati, ma non fa parte del ciclo. 
I composti tra parentesi quadre sono intermedi legati agli enzimi. 
Una marcatura isotopica (*) sul C(4) dell’ossalacetato viene ritrovata 


sul C(1) dell’a-chetoglutarato e viene rilasciata come CO) nella rea- 
zione 4. Una marcatura isotopica (+) sul C(1) dell’acetil-CoA si recu- 
pera sul C(5) dell’a-chetoglutarato e viene mescolata tra C(1) e C(4) 
del succinato 1/2*#. 
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A. Reazioni del ciclo 


Gli otto enzimi del ciclo dell’acido citrico (Fig. 
19.1) catalizzano una serie di reazioni organiche che 
ossidano un gruppo acetile a due molecole di CO. con 
la produzione di tre molecole di NADH, di una mole- 
cola di FADH; e di una di GTP: 


1. La citrato sintasi catalizza la condensazione 
dell’acetil-CoA con l’ossalacetato per formare ci- 
trato, composto che dà il nome al ciclo. 

2. La strategia delle due prossime tappe del ciclo è 
quella di trasformare il citrato in un isomero più 
facilmente ossidabile e quindi di ossidarlo. L’aco- 
nitasi converte il citrato, che contiene un gruppo 
alcolico terziario resistente alle ossidazioni, in iso- 
citrato, che contiene invece un gruppo alcolico 
secondario facilmente ossidabile. La sequenza delle 
reazioni coinvolge una deidratazione, che produ- 
ce cis-aconitato legato all’enzima, seguita da una 
idratazione nella quale il gruppo ossidrilico del 
citrato viene trasferito all’atomo di carbonio adia- 
cente. 

3. L’isocitrato deidrogenasi ossida l’isocitrato for- 
mando un 8-chetoacido intermedio, l’ossalosuc- 
cinato, in una reazione accoppiata alla riduzione 
del NAD* a NADH; l’ossalosuccinato viene decar- 
bossilato, generando a-chetoglutarato. Questa è 
la prima tappa in cui l’ossidazione è accoppiata 
alla produzione di NADH ed è anche la prima 
tappa in cui si ha la formazione di CO. 

4. Il complesso multienzimatico a-chetoglutarato 
deidrogenasi decarbossila ossidativamente 
l’a-chetoglutarato a succinil-coenzima A. Que- 
sta reazione porta alla riduzione della seconda mo- 
lecola di NAD* a NADH e alla generazione della 
seconda molecola di CO. A questo punto del ci- 


clo sono state prodotte due molecole di CO. e . 


quindi l’ossidazione del gruppo acetile è stata com- 
pletata. Notate però che gli atomi di carbonio che 
sono stati ossidati non sono quelli entrati nel ciclo 
come acetil-CoA. 

5. La succinil-CoA sintetasi converte il succinil-CoA 
in succinato. In questa reazione viene conserva- 
ta l'energia libera del legame tioestere mediante 
la formazione di una molecola di GTP ad «alta 
energia», a partire da GDP e P.. 

6. Le restanti reazioni del ciclo servono ad ossidare 
il succinato di nuovo ad ossalacetato per poter ese- 
guire un altro giro del ciclo. La succinato dei- 
drogenasi catalizza l'ossidazione del legame sin- 
golo centrale del succinato a doppio legame trans, 
formando fumarato, con la concomitante ridu- 
zione del coenzima redox FAD a FADH). 
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7. La fumarasi catalizza poi l’idratazione del dop- 
pio legame del fumarato, formando malato. 

8. Infine, la malato deidrogenasi riforma ossala- 
cetato, ossidando il gruppo alcolico secondario del 
malato al chetone corrispondente e riducendo la 
terza molecola di NAD* a NADH. 


I gruppi acetilici vengono quindi ossidati completa- 
mente a CO; con la seguente stechiometria: 


SNAD*+FAD+GDP+acetil-CoA+P, —> 
—> 3NADH +FADH,+GTP+CoA +2C0, 


Il ciclo dell’acido citrico funziona cataliticamente, per 
effetto della continua rigenerazione dell’ossalacetato: 
è possibile ossidare un numero infinito di gruppi ace- 
tile avendo a disposizione una sola molecola di ossa- 
lacetato. 

Il NADH e il FADH, sono prodotti vitali del ciclo 


(dell'acido citrico. La loro riossidazione da parte 


dell’O., attraverso la catena di trasporto degli elet- 
troni e la fosforilazione ossidativa (Capitolo 20), com- 
pleta la demolizione delle sostanze nutrienti in mo- 
do da favorire la sintesi di ATP. Le altre funzioni 
del ciclo sono discusse nel paragrafo 19.5. 


B. Scoperta del ciclo 


[809 ]Il ciclo dell’acido citrico fu proposto da Hans 
Krebs nel 1937, una scoperta che resta uno dei più 
importanti traguardi della chimica metabolica. Per 
questo motivo, cercheremo di analizzare il processo 
intellettuale che portò alla scoperta del ciclo. 

All’inizio degli anni ’30, erano stati fatti numerosi 
progressi nella definizione della via glicolitica (para- 
grafo 16.1A). Ma, il meccanismo di ossidazione del 
glucosio e la sua relazione con la respirazione cellu- 
lare (consumo di ossigeno) restavano ancora un mi- 
stero. Erano stati identificati però diversi metaboliti 
coinvolti nei processi ossidativi cellulari ed era noto 
a quel tempo, per esempio, che durante la respira- 
zione il tessuto muscolare ossidava rapidamente, ol- 
tre al lattato o all’acetato, anche il succinato, il mala- 
to e l’a-chetoglutarato, tutti acidi dicarbossilici, co- 
me pure il citrato, un acido tricarbossilico. Era anche 
stato dimostrato che il malonato (paragrafo 19.3F), 
un potente inibitore dell’ossidazione del succinato a 
fumarato, inibisce anche la respirazione cellulare, sug- 
gerendo che questo acido dicarbossilico abbia un ruolo 
centrale nel metabolismo ossidativo e non sia soltan- 
to una molecola da bruciare. 

Nel 1935, Albert Szent-Gyòrgyi dimostrò che la re- 
spirazione cellulare viene accelerata moltissimo da 


810 
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quantità catalitiche di succinato, di fumarato, di ma- 
lato o di ossalacetato; cioè, l’aggiunta a fettine di tes- 
suto muscolare di una qualsiasi di queste sostanze 
stimola il consumo di ossigeno e la produzione di 
CO; in quantità molto superiore a quanto sarebbe 


richiesto per la semplice ossidazione della quantità 


di acido dicarbossilico aggiunto. Szent-Gyòrgyi dimo- 
strò pure che questi composti venivano interconver- 
titi tra loro secondo la sequenza di reazioni: 


succinato —> fumarato —>» malato —» ossalacetato 


Poco dopo, Carl Martins e Franz Knoop dimostraro- 
no che il citrato viene riarrangiato, via cis-aconitato, 
in isocitrato e poi deidrogenato ad a-chetoglutarato. 
Era ormai noto che l’a-chetoglutarato veniva decar- 
bossilato ossidativamente a succinato e CO3. Queste 
osservazioni estesero la sequenza di reazioni a: 


citrato — cis-aconitato — isocitrato — 
— a-chetoglutarato —» succinato —+ fumarato 
—> malato — ossalacetato 


Era necessario a questo punto per chiudere il ciclo 
e per rendere il sistema catalitico trovare la tappa 
di conversione dell’ossalacetato.in citrato. Nel 1936, 
Martins e Knoop dimostrarono che era possibile for- 
mare non enzimaticamente citrato da piruvato e da 
ossalacetato, mediante un trattamento con perossido 
di idrogeno in condizioni basiche. Krebs utilizzò que- 
sto modello chimico come punto di partenza per gli 
esperimenti biochimici che lo portarono a proporre 
il ciclo dell’acido citrico. 

L’ipotesi di Krebs era basata su suoi studi iniziati 
nel 1936 sulla respirazione del muscolo toracico del 
piccione (che ha una velocità di respirazione eleva- 
ta). L'idea di un ciclo catalitico non era nuova nella 
mente di Krebs: nel 1932, insieme a Kurt Henseleit, 
delucidò i punti essenziali del ciclo dell’urea, un 
processo in cui l’ammoniaca e la CO, vengono con- 
vertite in urea (paragrafo 24.2). Le più rilevanti os- 
servazioni sperimentali effettuate da Krebs in favore 
dell’esistenza del ciclo dell’acido citrico furono: 


1. Il succinato si forma dal fumarato, dal malato o 
dall’ossalacetato in presenza dell’inibitore meta- 
bolico malonato. Poiché il malonato inibisce la ri- 
duzione diretta del fumarato a succinato, quest’ul- 
timo si deve formare mediante un ciclo ossidativo. 

2. Il piruvato e l’ossalacetato possono formare enzi- 
maticamente citrato. Krebs suggerì che il ciclo me- 
tabolico era chiuso dalla reazione: 


piruvato + ossalacetato —> citrato + CO, 


3. Le velocità di interconversione delle singole tap- 
pe del circolo sono sufficientemente rapide da pen- 
sare che siano responsabili della respirazione os- 
servata e quindi il ciclo deve essere la principale 
via di ossidazione del piruvato nel muscolo. 

4 


& ‘Anche se Krebs stabilì la presenza del ciclo dell’aci- 


do citrico, restavano ancora numerosi punti oscuri 
per arrivare alla sua definizione completa. Il mecca- 
nismo di formazione del citrato non fu chiarito fino 
a che Nathan Kaplan e Fritz Lipman non scoprirono 
nel 1945 il coenzima A (paragrafo 19.2) e Severo 
Ochoa e Feodor Lynen non stabilirono nel 1951 che 
l’acetil-CoA è l’intermedio che si condensa con l’ossa- 
lacetato per formare il citrato. Si poté allora dimo- 
strare che il coenzima A aveva parte anche nella de- 
carbossilazione ossidativa dell’a-chetoglutarato a suc- 
cinato, formando l’intermedio succinil-CoA. 

La delucidazione del ciclo dell’acido citrico fu una 
grande impresa, frutto del lavoro di molti studiosi. 
Ancora oggi molti biochimici stanno operando per 
comprendere meglio il ciclo a livello molecolare ed 
enzimatico. Prenderemo ora in considerazione gli otto 
enzimi che catalizzano il ciclo, ma prima discutere- 
mo la fonte di atomi di carbonio del ciclo, l’acetil- 
CoA e la sua formazione dal piruvato. 


2. FONTI METABOLICHE 
DELL’ACETIL-COENZIMA A 


I gruppi acetilici entrano nel ciclo dell’acido ci- 
trico sotto forma di acetil-coenzima A (acetil-CoA; 
(Fig. 19.2), un prodotto del metabolismo degradativo, 
comune ai carboidrati, agli acidi grassi e agli ammi- 
noacidi. Il coenzima A (COASH oppure CoA) è un 
gruppo 8-mercaptoetilarmminico legato mediante un 
legame amidico alla vitamina acido pantotenico che, 
a sua volta, è legata attraverso un ponte fosfodieste- 
rico alla 3-fosfoadenosina. Il gruppo acetilico 
dell’acetil-CoA è legato con legame tioestere al grup- 
po SH della mercaptoetilammina. Il CoA funziona 
quindi come un trasportatore di gruppi acetilici e di 
altri gruppi acilici (la lettera A nel nome del coenzi- 
ma sta per «acetilazione»). 

L’aceti-CoA è anche un composto ad «alta energia»: il 


: AG°' per l’idrolisi del suo legame tioestere è —31,5 kJ - 


mol”; questa reazione è poco più esoergonica (1 kJ - 
mol!) di quella di idrolisi dell'ATP (paragrafo 15.4B). 
La formazione di questo legame tioestere in un interme- 
dio metabolico risulta nella conservazione di una parte 
dell’energia libera generata dalla sua ossidazione. 


586 Capitolo 19 


Gruppo acetile 


Residuo di 
B-mercaptoetilammina 


Adenosina 
3'-fosfato 
Residuo NH2 
di acido 
pantotenico N 7 N 


I fi N 
CHg—0—P—0—P—0—CHx 0 
o 0 H H 
H H 
o on 
“o-P_o0 
o) 


Acetil-coenzima A (acetil-CoA) 


Figura 19.2 La struttura chimica del’acetil-CoA. Il legame tioestere 
è indicato da — per ricordare che è un legame ad «alta energia». 
Nel COA, il gruppo acetilico è rimpiazzato da un atomo di idrogeno. 


A. Il complesso multienzimatico 
della piruvato deidrogenasi 


L’immediato precursore dell’acetil-CoA nella sua 
via di sintesi a partire dai carboidrati è il prodotto 
glicolitico piruvato. Come abbiamo visto nel paragra- 
fo 16.3, in condizioni anaerobiche il NADH prodotto 
nella glicolisi viene riossidato mediante la concomi- 
tante riduzione’ del piruvato a lattato (nel muscolo) 
o ad etanolo (nel lievito). In condizioni aerobiche, il 
NADH viene invece riossidato dalla catena di traspor- 
to degli elettroni dei mitocondri (paragrafo 20.2) e 
quindi il piruvato, che entra nei mitocondri attra- 
verso uno specifico simporto piruvato-H*, può subi- 
re un’ulteriore ossidazione. (La formazione di acetil- 
CoA da acidi grassi e da amminoacidi viene discussa 
nei paragrafi 23.2 e 24.4). 

L’acetil-CoA si forma dal piruvato mediante una 
decarbossilazione ossidativa catalizzata dal comples- 
so multienzimatico della piruvato deidrogenasi. Il 
complesso multienzimatico della piruvato deidroge- 
nasi contiene tre attività enzimatiche: la piruvato 
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deidrogenasi (E), la diidrolipoil transacetilasi 
(E) e la diidrolipoil deidrogenasi (E3). Il comples- 
so presente nell’E. coli è stato studiato e caratterizza- 
to in modo particolare; esso presenta una struttura 
poliedrica piuttosto elaborata, mostrata e discussa nel 
paragrafo 7.5D. Nei mammiferi, il complesso è loca- 
lizzato nei mitocondri e ha una struttura diversa da 
quella del complesso dell’E. coli, anche se catalizza 
le stesse reazioni con un meccanismo molto simile. 
Il complesso del cuore di bue ha una massa di 8 400 
kD ed è costituito da 30 tetrameri a, dell’enzima 
E; e da sei dimeri dell’enzima E; che circondano un 
nucleo di 60 monomeri dell’enzima E. 

I complessi multienzimatici rappresentano un pas- 
so in avanti nell’evoluzione dell’efficienza catalitica; 
infatti essi offrono i seguenti vantaggi: 


1. Le velocità delle reazioni enzimatiche sono limi- 
tate dalla frequenza delle collisioni tra l’enzima 
‘ e il suo substrato (paragrafo 13.2B). Se una serie 


C di reazioni avviene all’interno di un complesso 


multienzimatico, la distanza che il substrato deve 
percorrere per diffondere da un sito attivo all’al- 
tro diventa minima, determinando un aumento 
della velocità di catalisi. 

2. La formazione dei complessi fornisce un nodo per 
incanalare gli intermedi metabolici in una via me- 
tabolica composta da enzimi che agiscono in suc- 
cessione, evitando la possibilità di formare pro- 
dotti collaterali di scarto. 

3. Le reazioni catalizzate dai complessi multienzi- 
matici possono essere controllate in modo coordi- 


* — nato. 


La formazione dell’acetil-CoA 
richiede cinque reazioni 


Il complesso multienzimatico della piruvato dei- 
drogenasi catalizza cinque reazioni sequenziali (Fig. 
19.3) con la stechiometria complessiva: 


piruvato + CoA +NAD* —> 
-—= acetil-CoA + C03+NADH 


- I coenzimi e i gruppi prostetici necessari in queste 


reazioni sono la tiamina pirofosfato (TPP; Fig. 16.24), 
il flavin adenina dinucleotide (FAD; Fig. 14.27), il ni- 
cotinamide adenina dinucleotide (NAD+; Fig. 12.2) 
e la lipoamide (Fig. 19.4), le cui funzioni sono elen- 
cate nella Tabella 19.1. La lipoamide è costituita da 
acido lipoico unito con un legame amidico al grup- 
po amminico e di un residuo di Lys. Il «compito» di 
questo gruppo prostetico è quello di andare ciclica- 
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Figura 19.3 Le cinque reazioni del complesso multienzimatico della 
piruvato deidrogenasi. L'enzima E; (la piruvato deidrogenasi) contie- 


R CoA 
Acetil-diidrolipoamide 


Acido lipoico 


ne TPP e catalizza le reazioni 1 e 2. L'enzima E; (la diidrolipoil trans- S--CHy 
acetilasi) contiene lipoamide e catalizza la reazione 3. L'enzima É3 x 
(la diidrolipoil deidrogenasi), che contiene FAD ed un gruppo disol- a i | 
furo attivo, catalizza le reazioni 4 e 5. Sen (*H . lo) NH 
\ cadi i 
Figura 19.4 Le strutture chimiche della lipoamide e della diidrolipoa- ® CHa=CHy= SARI SACRA 
mide (acido lipoico attaccato covalentemente al gruppo amminico i  C=0 
epsilon di un residuo di Lys, mediante un legame amidico) e la loro I 
interconversione. Lipoamide: 
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mente incontro ad una riduzione del suo ponte disol- 

furo con formazione di diidrolipoamide e alla sua 

riossidazione (Fig. 19.4). 

Le cinque reazioni catalizzate dal complesso mul- 
tienzimatico della piruvato deidrogenasi sono (Fig. 
19.3): 

1. La piruvato deidrogenasi (E), un enzima che ri- 
chiede TPP, decarbossila il piruvato con la forma- 
zione intermedia di idrossietil-TPP. Questa reazio- 
ne è identica a quella catalizzata dalla piruvato de- 
carbossilasi del lievito (paragrafo 16.3B) (si veda la 
formula alla pagina seguente, in alto a sinistra): 
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H3C R 
RN ,S°*E BR 
cc ri 
TPP-Ei NG « Ej 
+ I 


H—0—C—CH;y 


Idrossietil- 
Piruvato TPP Ei 
= bu 


Diversamente dall’enzima del lievito, la piruvato 


GSS 


deidrogenasi non converte l’intermedio idrossietil- - o; 


TPP in acetaldeide e TPP, ma incanala il suo pro- 

dotto all’enzima successivo nella sequenza mul- 

tienzimatica, la diidrolipoil transacetilasi (E2). 
2. E; catalizza anche l’ossidazione dell’idrossietil- 


H3C R' H3C R' 
RN ,S * E H* R-NÎ ,S © E; 
Na Na? 

Cc Cc 
H_-0—-C—CHg ail a. 
Ss 
d î 
E, E2 
Lipoamide-Es i | 
H3C R 


HS 


E 


Acetil- 
diidrolipoamide-Es 


4. 
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TPP da parte della lipoamide-E:, formando 
acetil-diidrolipoamide-E2 e ripristinando la 
TPP libera. La reazione avviene per attacco del 
carbanione del gruppo idrossietilico sul disolfuro 
della lipoamide, seguito dall’eliminazione della 
TPP dall’intermedio (formula in basso, a sinistra). 
E, catalizza il trasferimento del gruppo acetile al 
CoA, formando acetil-CoA e diidrolipoamide-E2. 


î 
CoA-S—CT_-CHz 
Acetil-CoA 
a, Ha 
Cc + 


E, E, 
Acetil 
| diidrolipoamide-Ey Diidrolipoamide-Eo9 
Questa è una transesterificazione in cui il gruppo 
SH del CoA attacca il gruppo acetile dell’acetil- 
diidrolipamide-E2 formando un intermedio te- 
traedrico (non mostrato) che si decompone ad 
acetil-CoA e diidrolipoamide-E». 
La diidrolipoil deidrogenasi (E3; detta anche li- 
poamide deidrogenasi) riossida la diidrolipoa- 
mide completando il ciclo catalitico di E. 


FAD 
SH 


E3 (ossidato) Eg3 (ridotto) 
+ => + 
HS S 
HS S 
i E, E, 


L’E3 ossidato contiene un ponte disolfuro reatti- 
vo e un FAD saldamente legato. L’ossidazione della 
diidrolipoamide è una reazione di interscambio 
di disolfuri (paragrafo 8.2A): si forma il ponte di- 
solfuro della lipoamide e contemporaneamente si 
riduce il ponte disolfuro reattivo dell’E3 a due 
gruppi SH. Il meccanismo di reazione dell’E3 è 
essenzialmente identico a quello della glutatione 
reduttasi, considerandolo in senso inverso (para- 


g Rael È 
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grafo 14.4). La sequenza amminoacidica della dii- 
drolipoil deidrogenasi di cuore di maiale e della 
glutatione reduttasi umana sono identiche per cir- 
ca il 40% (la presenza di entrambi gli enzimi nel- 
VE. coli dimostra che la loro divergenza è avve- 
nuta prima della comparsa dagli eucarioti). 

5. L’E3 ridotto viene ossidato dal NAD*. 


FAD FADH, 10 i Di HH rap 

SH —> : =—=_===è = 

su S 9 
E3 (ossidato) 


Î 


Reazione 4 
I gruppi sulfidrilici dell'enzima attivo vengono 
riossidati dal FAD legato all’enzima, che diventa 
FADH;. Questo coenzima ridotto è riossidato a 
spese del NAD*, producendo NADH. 


Il braccio composto dalla lipoillisina trasferisce 
gli intermedi tra le subunità dell’enzima 


[813] Come vengono incanalati gli intermedi delle 
reazioni nei vari enzimi del complesso multienzima- 
tico della piruvato deidrogenasi? La catena di atomi 
di carbonio che sta tra il ponte disolfuro della lipoa- 
mide e lo scheletro polipeptidico dell’E2, il cosiddet- 
to braccio di lipoillisina, ha una lunghezza nella 
sua forma completamente estesa di 14 À. 


Braccio di lipoillisina 
(completamente esteso) 


Questo fatto ci suggerisce che il braccio di lipoillisina 
agisce come una lunga articolazione che può spostare 
il gruppo disolfuro oppure il prodotto acetilato e ri- 
dotto della reazione 2 tra gli enzimi E, ed E3. Anali 
si spettroscopiche hanno stabilito che la porzione di 
E2 che ha legato a sé il braccio di lipoillisina è flessi- 
bile rispetto al resto della subunità. Vi è inoltre un 
rapido interscambio di gruppi acetilici tra i gruppi 
lipoilici del nucleo di E, nel complesso (24 gruppi 
lipoilici nell’E. coli e 60 nei mammiferi); i bracci arti- 
colati possono spostarsi e scambiare liberamente i 
gruppi acetilici, ripristinando i ponti disolfuro: 


dE c LCHs . OL = _CHy 
LN ] 
S SH 2) S—S SH S 
Oz CHa Og __CHs 


(6; 


Transacetilazione subunità 


Una subunità E, può quindi acetilare molte subuni- 
tà E, mentre una subunità Ez può riossidare molti 
gruppi lipoamidici. 


I composti contenenti arsenico sono veleni 
in quanto sequestrano la lipoamide 


Fin dai tempi antichi è noto che l’arsenico è 
un veleno. I composti con As(Ill), come l’arsenite 
(As057) e gli arsenicali organici sono tossici proprio 
a causa della loro capacità di legarsi covalentemente 
ai composti sulfidrilici. Ciò è particolarmente vero 
per composti come la lipoamide che possono forma- 
re addotti bifunzionali (si veda la formula alla pagi- 
na seguente, in alto a sinistra): 


y S SÒ 
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SE HS Pi 
-0— Ai + 24 “o_As + 2H30 
\ 
OH HS S 
R R 


Arsenite Diidro- 

lipoamide 

HS 4 
R'—As=0 + _— RT + H,0 

HS S 

R R 

Arsenicale 
organico 


La risultante inattivazione degli enzimi che conten- 
gono la lipoamide, specialmente i complessi della pi- 
ruvato deidrogenasi e dell’a-chetoglutarato deidro- 
genasi (paragrafo 19.3D), determina un blocco della 
respirazione cellulare. Gli arsenicali organici sono più 
tossici per i microorganismi che per gli uomini, ap- 
parentemente per una diversa sensibilità dei vari en- 
zimi a questi composti. Questa diversa tossicità degli 
arsenicali organici è stata sfruttata all’inizio del ven- 
tesimo secolo per trattare la sifilide (superato ora dalla 
penicillina) e la tripanosomiasi (i tripanosomi sono 
protozoi parassiti). Questi composti furono quindi i 
primi antibiotici, anche se avevano, e il fatto non sor- 
prende, effetti collaterali piuttosto rilevanti. 


Spesso si è sospettato che la causa di morti premature 
sia stata l’avvelenamento da arsenico. Infatti, si pen- 
sa che Napoleone Bonaparte sia morto per avvelena- 
mento da arsenico, mentre era in esilio sull’isola di 
Sant'Elena. Questo sospetto, e le analisi chimiche che 
lo hanno ingigantito, genera un affascinate aneddoto 
. chimico. Il fatto che una ciocca di capelli di Napoleone 
contenesse alti livelli di arsenico ha suggerito che egli 
sia morto per avvelenamento da questo composto. A 
quel tempo, però, venivano usati coloranti contenenti 
arsenico nella carta da parati e, con il tempo umido, 
i funghi convertivano l’arsenico in un composto volati- 
le. Sono stati reperiti allora campioni della carta da 
parati della stanza di Napoleone e la loro analisi ha 
confermato che la carta conteneva arsenico. L’avvele- 
namento da arsenico di cui è stato oggetto Napoleone 
potrebbe quindi non essere stato intenzionale. 
Un’indagine retrospettiva ha pure indicato che Char- 
les Darwin fu vittima di un avvelenamento cronico da 
arsenico. Per la maggior parte della sua vita, dopo il 
ritorno dal suo epico viaggio, soffrì di disturbi come 
eczema, vertigini, mal di testa, artrite, gotta, palpita- 
zioni e nausea, tutti sintomi dell’avvelenamento da ar- 
senico. La soluzione di Fowler, un comune tonico del 
diciannovesimo secolo, conteneva 10 mg/ml di arseni- 
te. Molti pazienti, e probabilmente lo stesso Darwin, 
hanno usato questa «medicina» per anni. 
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B. Controllo della piruvato deidrogenasi 


Il complesso multienzimatico della piruvato dei- 


drogenasi controlla l’entrata delle unità acetile che 


derivano dalla demolizione dei carboidrati nel ciclo. 


dell’acido citrico. La decarbossilazione del piruvato 


ad opera dell’enzima E; è irreversibile e, poiché nei. 
mammiferi non vi sono altre vie per la sintesi di pi. . 


ruvato da acetil-CoA, questa reazione deve essere ac- 
curatamente regolata. A questo scopo vengono usati 
due sistemi di regolazione: 


1. L’inibizione da prodotto operata dal NADH e. 


dall’acetil-CoA (Fig. 19.50) 


2. La modificazione covalente per fosforilazione/de-. 


fosforilazione delle subunità della piruvato dei- 
drogenasi (E; Fig. 19.5b; la regolazione enzima- 


tica per modificazione covalente è discussa nel pa- 


ragrafo 17.3B). 


Controllo mediante inibizione da prodotto 


IL NADH e l’acetil-CoA competono con il NAD* 


e con il CoA per il legame ai siti attivi dei loro rispet-. 
tivi enzimi. Essi possono inoltre favorire le reazioni 


in senso inverso della transacilasi (E) e della diidro- 
lipoil deidrogenasi (E3) (Fig. 19.5a). Quando i rapporti: 
INADHIUNAD®] e [acetil-CoA]V[CoA] sono elevati, 1’E, 


resta nella forma acetilata ed è quindi incapace di. 
ricevere altri gruppi idrossietilici dalla TPP dell’E;. 


Questo, a sua volta, fa sì che il gruppo idrossietile 
continui ad impegnare le subunità dell’E,, riducen- 
do la velocità di decarbossilazione del piruvato. 


Controllo mediante 
fosforilazione/defosforilazione 


Il controllo mediante fosforilazione/defosforila- 
zione è tipico dei complessi enzimatici degli eucario- 
ti. Questi complessi contengono anche la piruvato 
deidrogenasi chinasi e la piruvato deidrogenasi 
fosfatasi legate al nucleo della diidrolipoil transace- 


tilasi. La chinasi inattiva la subunità della piruvato. 
deidrogenasi (E;), fosforilando uno specifico residuo 


di Ser ed utilizzando ATP come donatore del gruppo 


fosforico (Fig. 19.5b). L’idrolisi del residuo di fosfo-- 
Ser ad opera della fosfatasi ripristina l’attività cata-. 


litica della subunità della piruvato deidrogenasi. 
I prodotti della reazione complessiva, NADH ed 


acetil-CoA, oltre ai loro effetti diretti sul complesso” 


multienzimatico della piruvato deidrogenasi, attiva- 
no anche la piruvato deidrogenasi chinasi. La fosfo- 
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SH 
SH VI 
E; NADH 
CO, Idrossietil- Lipoamide Pai FAD 
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| 
S 
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7 à Diidrolipoamide 
Piruvat. Acetil. 3 sa 
Ù TPP diidrolipoamide Acetil-CoA 
CoA 
(b) 
Attivatori Attivatori 
Mg? P; E;-OH (attivo) ATP Acetil-CoA 
Ca?* NADH 
Piruvato Piruvato Ati 
deidrogenasi deidrogenasi Inibitori 
fosfatasi chinasi Dinuvato 
dà ADP Di 
H30 E1-O PO3 (inattivo) ADP Ca?+ (Mg?+ elevato) 
; Li 


Figura 19.5 | fattori che controllano l’attività del complesso multien- 
zimatico della piruvato deidrogenasi. (a) Inibizione da prodotto. Il 
NADH e l’acetil-CoA competono rispettivamente con il NAD* e con 
il CoA nelle reazioni 3 e 5 della sequenza di reazioni della piruvato 
deidrogenasi. Quando la concentrazione relativa di NADH e di acetil- 
CoA è elevata, le reazioni reversibili catalizzate da E, ed E3 sono 
spinte in senso contrario (frecce rosse), inibendo la formazione di 


rilazione dell’enzima inattiva tutto il complesso, esat- 
tamente come i prodotti della reazione tendono ad 
inibirlo. Il sistema della piruvato deidrogenasi è re- 
golato da molti altri attivatori e inibitori (Fig. 19.5b) 
ma, al contrario del metabolismo del glicogeno, il 
cAMP non è implicato in questo processo. 


3. GLI ENZIMI 
DEL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 


In questo paragrafo analizzeremo i meccanismi 
di reazione degli otto enzimi del ciclo dell’acido ci- 
trico. La nostra conoscenza su questi meccanismi de- 
riva da un’enorme quantità di lavoro sperimentale 
€ mentre procederemo lungo questo esame, ogni tan- 
to ci fermeremo a studiare in maggiore dettaglio al- 


altro acetil-CoA. (b) Modificazione covalente. La piruvato deidroge- 
nasi E; viene inattivata dalla fosforilazione di uno specifico residuo 
di Ser nella reazione catalizzata dalla piruvato deidrogenasi chinasi 
(a destra). Questo gruppo fosforico viene idrolizzato mediante l’azio- 
ne della piruvato deidrogenasi fosfatasi (a sinistra), che riattiva l'E,. 
Gli attivatori e gli inibitori della chinasi sono elencati a destra e gli 
attivatori della fosfatasi sono a sinistra. 


cuni di questi meccanismi. La Tabella 19.2 riporta 
la composizione in subunità, la massa molecolare e 
i cofattori degli enzimi del ciclo dell’acido citrico. Nel 
paragrafo seguente verrano invece trattate la sua re- 
golazione e le sue correlazioni con gli altri metaboli- 
smi cellulari. 


A. Citrato sintasi 


La citrato sintasi (in origine chiamata enzima 
di condensazione del citrato) catalizza la conden- 
sazione dell’acetil-CoA con l’ossalacetato (reazione 1 
della Fig. 19.1). Questa reazione iniziale del ciclo del- 
l’acido citrico è il punto in cui gli atomi di carbonio 
entrano «nella fornace» sotto forma di acetil-CoA. La 
reazione della citrato sintasi procede con un mecca- 
nismo cinetico sequenziale ordinato (paragrafo 13.5C), 
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Composizione 
in subunità 


Enzima 


Massa della 


subunità (kD) Cofattori 


I ________2t2@t@t@m@@@@@@—@@@@@cÉ6@@@@@PrrgGUGG E. .E.E.LELRRÌ 


Citrato sintasi (cuore di maiale) 22 49 
Aconitasi (cuore di maiale) (5) 44,5 Centro [4Fe-4S] a 
Isocitrato deidrogenasi a BY Mg?*o Mn?*, NAD 
(mitocondri di mammifero) 
Complesso multienzimatico dell’a-chetoglutarato 
deidrogenasi (£. coli: 
a-chetoglutarato deidrogenasi da 95 TPP 
diidrolipoil transsuccinilasi Monomero 42 Lipoamide, CoA 
diidrolipoil deidrogenasi 22 56 FAD, NAD+ 
Succinil-CoA sintetasi (cuore di maiale) a B 34,5-42,5 GDP 
Succinato deidrogenasi (cuore di bue) a B 70, 27 FAD (covalente), Centri Fe-S 
Fumarasi (cuore di maiale) GC CA 48,5 
Malato deidrogenasi (cuore di maiale) a 35 NAD* 


Malato deidrogenasi (cuore di malale)__o___________—____—__—______ 


Figura 19.6 Modello spaziale della citrato sintasi nella conformazio- 
ne aperta (a) e nella conformazione chiusa con il substrato legato 
{b). Gli atomi di carbonio in ogni dominio piccolo sono colorati in 
verde e quelli dei domini grandi sono in viola. La vista è lungo il 
doppio asse di rotazione della proteina dimerica. La grande variazio- 


in cui l’ossalacetato si lega all’enzima prima dell’acetil- 
CoA. La struttura ai raggi X dell’enzima dimerico 
libero (uno dei pochi enzimi del ciclo di cui è nota 
la struttura ai raggi X) mostra che l’enzima è in una 
«forma aperta», in cui i due domini di ciascuna subu- 
nità creano una profonda fessura che contiene il sito 
di legame per l’ossalacetato (Fig. 19.64). In seguito 
al legame dell’ossalacetato, il dominio più piccolo ruo- 
ta di 18° rispetto al dominio più grande, determi- 
nando la chiusura della fessura (Fig. 19.6b). 


(b) 


ne di conformazione tra la forma aperta e la forma chiusa comporta 
movimenti interatomici anche di 15 À. (Per gentile concessione di 
Anne Dallas, University of Pennsylvania e di Helen Berman, Fox Chase 
Cancer Center. La struttura ai raggi X è stata determinata da Stephen 
Remington e Robert Huber.) 


Ù 
CH3— C—CHo—_S— CoA 
Acetonil-CoA 


L’acetonil-CoA (un analogo dell’acetil-CoA, con pro-. 
prietà inibitorie) si lega all’enzima nella sua «forma: 
chiusa», consentendo in questo modo di identificare: 


il sito di legame dell’acetil-CoA. L'esistenza di queste. 


forme «aperte» e «chiuse» dell'enzima spiega il suo 
meccanismo cinetico sequenziale ordinato: il cambio 
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S-citril-CoA Citrato 


Figura 19.7 Il meccanismo e la stereochimica della reazione della 
citrato sintasi. Un carbanione sull’acetil-CoA, formato mediante sot- 
trazione di un protone da parte di una base dell'enzima (un residuo 
di His), attacca nucleofilicamente la faccia si dell'atomo di carbonio 
carbonilico dell’ossalacetato (a sinistra). L’'intermedio prodotto, 
IS-citril-CoA si idrolizza formando citrato (a destra). 


conformazionale indotto dal legame dell’ossalacetato 
genera il sito di legame per l’acetil-CoA e nasconde 
completamente l’ossalacetato legato al solvente. Que- 
sto è un chiaro esempio di modello di adattamento 
indotto dovuto al legame del substrato (paragrafo 
9.4C). L’esochinasi ha un comportamento molto si- 
mile (paragrafo 16.24). 

La reazione della citrato sintasi è una condensazio- 
ne mista aldolo-estere di Claisen, che ha luogo in tre 
tappe (Fig. 19.7): 


1. Un residuo di His dell’enzima, agendo come una 
base, genera un carbanione sull’acetil-CoA. La pre- 
senza del legame tioestere del CoA consente l’e- 
nolizzazione che stabilizza l’intermedio con il car- 
banione; l’enolizzazione dell’acetato da solo richie- 
derebbe la generazione altamente sfavorevole di 
una doppia carica negativa sul gruppo carbonilico. 

2. Il carbanione dell’acetil-CoA attacca nucleofilica- 
mente il gruppo carbonilico dell’ossalacetato. Il 
prodotto della reazione, il citril-CoA, resta lega- 
to all’enzima. 

3. Il citril-CoA si idrolizza a citrato e CoA. Questa 
idrolisi genera la forza termodinamica che guida 
la reazione (AG°’= — 31,5 kJ-: mol7!). Possiamo 
osservare ora perché la reazione richiede una co- 
sì grande forza trainante, quasi una dissipazione 
di energia. 


Le reazioni catalizzate dagli enzimi, come abbia- 
mo visto in precedenza, sono stereospecifiche. La con- 
densazione aldol-estere di Claisen in questo caso coin- 
volge l’attacco del carbanione dell’acetil-CoA soltan- 


to sulla faccia si dell’atomo di carbonio carbonilico 
dell’ossalacetato, formando quindi S-citril-CoA (la no- 
menclatura della chiralità è riportata nel paragrafo 
4.2C). Il gruppo acetile dell’acetil-CoA forma quindi 
soltanto un gruppo carbossimetilico pro-S del citrato. 


Considerazioni sul meccanismo d’azione 
della citrato sintasi 


Recenti osservazioni sulla struttura ai raggi X 
della citrato sintasi complessata con l’ossalacetato e 
il carbossimetil-CoA (COA—CH2- C007), che è si- 
mile allo stato di transizione proposto per la reazio- 
ne di condensazione (il carbossimetil-CoA è confor- 
mazionalmente simile all’intermedio stabilizzato per 
risonanza dell’acetil-CoA mostrato in Fig. 19.7). La 
disposizione delle catene laterali amminoacidiche in- 
torno al carbossimetil-CoA suggeriscono il seguente 
meccanismo enzimatico: 


1. L’acetil-CoA viene convertito in un tautomero neu- 
tro enolico (piuttosto che nel gruppo enolato po- 
stulato nella Fig. 19.7) mediante una catalisi acido- 
basica concertata in cui un protone del gruppo 
metilico dell’acetil-CoA viene sottratto dal grup- 
po carbossilico ionizzato dell’Asp 375, mentre il 
suo gruppo carbonilico viene protonato dall’His 
274, che è nella forma protonata. 

2. Il citril-CoA si forma poi in una seconda reazione 
con una catalisi acido-basica concertata in cui l’e- 
nolo attacca nucleofilicamente l’ossalacetato (co- 
me indica la Fig. 19.7), mentre l’His 274 risottrae 
il protone donato prima e 1’His 320, nella sua for- 
ma protonata, dona un protone al gruppo carbo- 
nilico dell’ossalacetato. 


B. Aconitasi 


L’aconitasi catalizza l’isomerizzazione reversi- 
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bile del citrato e dell’isocitrato, attraverso la forma- 
zione dell’intermedio cis-aconitato (reazione 2 della 
Fig. 19.1). Anche se il citrato ha un piano di simme- 
tria e quindi non è otticamente attivo, non di meno 
è una molecola prochiralica; l’aconitasi può distiri- 
guere tra i gruppi carbossimetilici pro-S e pro-R del 
citrato. La formazione dell’intermedio cis-aconitato 
avviene mediante una deidratazione in cui una base 
dell’enzima sottrae il protone pro-R dal C(2) del grup- 
po carbossimetilico pro-R del citrato. 


Agglomerato Fe ({4Fe-45]) Fe 
prp:S JH È dH7 
Na 00C le 


24 Pranzi) seg cia 
0007 


vi Sade 


C+ C007 pe Qt 
/ ro-R “ C000. 
fa : si 


Citrato cis-aconitato intermedio 
B BHÈ 

gt 7 Dn 

Questo fatto è seguito dalla perdita del gruppo OH 
a livello del C(3) in una transeliminazione che forma 
l’intermedio cis-aconitato. L’aconitasi contiene nella 
sua molecola un centro ferro-zolfo [4Fe - 4S], le- 
gato covalentemente, che è necessario per la sua atti- 
vità catalitica (le proprietà dei centri ferro-zolfo sono 
discusse nel paragrafo 20.2C). Uno degli atomi di Fe(Il) 
del centro Fe-S si pensa si coordini con il gruppo OH 
del substrato in modo da facilitare la sua eliminazio- 
ne. I centri ferro-zolfo sono quasi sempre associati 
a processi di ossido-riduzione, anche se non nel caso 
dell’aconitasi. 

La seconda fase della reazione dell’aconitasi è la rei- 
dratazione del doppio legame del cis-aconitato per 
formare isocitrato (Fig. 19.1). L'aggiunta non enzi- 
matica di acqua al doppio legame del cis-aconitato 
rende quattro stereoisomeri. L’aconitasi, invece, ca- 
talizza l’aggiunta specifica trans di OH e di H* al 
doppio legame formando soltanto (2R,3S)-isocitrato 
nella reazione in avanti e citrato nella direzione in- 
versa. 


= xe: 


d 
A è, Gi È 
La 00C n 
(Ko \o00 
7 È —__i H 
cd A 


: HT/N _ C— C007 
COO / 
cis-aconitato OH 


OHT (2R, 3$)-isocitrato 
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Mentre il gruppo ossidrilico OH” del citrato viene 
rilasciato nel solvente durante la reazione dell’aconi- 
tasi, il protone sottratto resta invece legato a un grup- 


po basico dell’enzima. Questo protone viene aggiun-. 


to a facce opposte del cis-aconitato a seconda che si 
voglia formare citrato o isocitrato. Poiché il cis- 
aconitato non si dissocia dall’enzima, esso deve espor- 
re al protone sequestrato nella prima fase della rea- 
zione una faccia diversa durante la formazione di 
isocitrato. 


Il fluorocitrato inibisce l’aconitasi 


Il fluoroacetato, una delle piccole molecole più 
tossiche che si conoscano (LDs0=0,2 mg/kg di peso 
corporeo nei ratti), è presente nelle foglie di certe 
piante velenose dell’Africa, dell’Australia e del Su- 
damerica. Il fluoroacetato, di per sé, ha un piccolo 
effetto tossico sulle cellule; queste lo convertono en- 
zimaticamente prima in fluoroacetil-CoA e poi in 
(2R, 3S)-fluorocitrato, che inibisce in modo speci- 
fico l’aconitasi. 


700 
H— ca F 
HO osso: 
CHo 
co07 bi 
| COO 
CHoF (2R, 35)- 
Fluoroacetato fluorocitrato 
ON pari 
tiochinasi sintasi 
(0) 
Il 
C_ SCoA 
| 
CHsF° 
Fluoroacetil- 
CoA 


Non è chiaro però se la tossicità del fluorocitrato di- 
pende soltanto dal suo effétto inibitorio sull’aconita- 
si. Il fluorocitrato inibisce anche il trasporto del ci- 
trato attraverso la membrana mitocondriale. 


C. Isocitrato deidrogenasi 
NAD+-dipendente 


L’isocitrato deidrogenasi catalizza la decarbos- 
silazione ossidativa dell’isocitrato ad a-chetoglutarato 
per produrre la prima molecola di CO; del ciclo e con- 
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Figura 19.8 Il probabile meccanismo di reazione dell’isocitrato dei- 
drogenasi. L'ossalosuccinato, mostrato tra parentesi quadre, non si 
dissocia dall’enzima. 


temporaneamente la prima molecola di NADH (rea- 
zione 3 della Fig. 19.1). I tessuti dei mammiferi con- 
tengono due forme diverse di questo enzima. Una 
forma partecipa al ciclo dell’acido citrico, è localizza- 
ta interamente nei mitocondri ed utilizza NAD+ co- 
me cofattore. L’altra forma è presente sia nei mito- 
condri che nel citosol ed utilizza NADP* come co- 
fattore. 

L’isocitrato deidrogenasi NAD+ dipendente, che 
richiede Mg?* ed Mn?* come cofattori, catalizza 
l’ossidazione di un alcol secondario (isocitrato) a che- 
tone (ossalosuccinato), seguita dalla decarbossilazio- 
ne del gruppo carbossilico 8 del chetone (Fig. 19.8). 
Il gruppo carbonilico in posizione #8 rispetto al grup- 
po carbossilico facilita la decarbossilazione agendo da 
trappola per gli elettroni. L’ossidazione avviene con 
la riduzione stereospecifica della faccia re del NAD+ 
(aggiunta al lato A; paragrafo 16.2F). Il Mn?* coor- 
dina il gruppo carbonilico appena formato e ne pola- 
rizza la carica elettronica. 

La formazione dell’intermedio ossalosuccinato è una 
logica predizione chimica, ma le prove sperimentali 
a suo favore sono scarse. L’ossalosuccinato viene de- 
carbossilato anche dall’enzima NADP+ dipendente, 
in assenza di NADP*, ma ad una velocità molto più 
bassa della velocità della reazione complessiva. Gli 
intermedi delle reazioni si dovrebbero convertire nei 
prodotti ad una velocità almeno pari a quella della 
reazione complessiva. La radioattività specifica 
(cpm/mmoli) dell’a-chetoglutarato formato dal [!#C] 
isocitrato non viene diluita dall’aggiunta di ossalo- 
succinato non radioattivo. Ciò indica che, se il [{#C] 
ossalosuccinato è in effetti un intermedio della rea- 
zione, non si dissocia dall’enzima, in modo da scam- 
biarsi con il composto non radioattivo, prima di esse- 
re convertito nel prodotto finale. 


coo c00 
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D. a-chetoglutarato deidrogenasi 


L’a-chetoglutarato deidrogenasi catalizza la de- 
carbossilazione ossidativa di un a-chetoacido (l’a- 
chetoglutarato), generando la seconda molecola di 
CO. del ciclo dell’acido citrico e NADH (reazione 4 
della Fig. 19.1). La reazione complessiva è molto si- 
mile a quella catalizzata dal complesso multienzima- 
tico della piruvato deidrogenasi (paragrafo 10.2A). La 
reazione coinvolge un complesso multienzimatico 
analogo costituito da a-chetoglutarato deidroge- 
nasi (E), diidrolipoil transsuccinilasi (E2) e dii- 
drolipoil deidrogenasi (E3). La subunità della dii- 
drolipoil deidrogenasi è identica a quella del com- 
plesso della piruvato deidrogenasi. 

Le singole reazioni catalizzate dal complesso avven- 
gono con meccanismi identici a quelli delle reazioni 
del complesso della piruvato deidrogenasi (paragra- 
fo 19.2A); il prodotto, in questo caso il succinil-CoA, 
è un tioestere ad «alta energia». Non vi sono, però, 
nel complesso multienzimatico dell’a-chetoglutarato 
deidrogenasi enzimi che vanno incontro a modifica- 
zioni covalenti. 


E. Succinil-CoA sintetasi 


La succinil-CoA sintetasi (detta anche succina- 
to tiochinasi) idrolizza il composto ad «alta energia» 
succinil-CoA con una sintesi accoppiata di un nucleo- 
tide trifosfato ad «alta energia» (reazione 5 della Fig. 
19.1). (Vota: i nomi degli enzimi possono riferirsi al- 
la reazione in una direzione o nell’altra; in questo 
caso i nomi succinil-CoA sintetasi e succinato tiochi- 
nasi si riferiscono alla reazione inversa.) Il GTP vie- 
ne sintetizzato da GDP e P; dall’enzima presente nei 
mammiferi; gli enzimi delle piante e dei batteri uti- 
lizzano ADP e P; e formano ATP. Queste reazioni 
sono praticamente equivalenti in quanto l’ATP ed 
il GTP possono liberamente interconvertire tra loro 
per mezzo della nucleoside difosfato chinasi (para- 
grafo 15.4C): 


GTP+ADP ==GDP+ATP  AG°'=0 


H JA 
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L’energia del legame tioestere 

del succinil-CoA viene conservata mediante 
la formazione di una serie di intermedi 
fosforilati ad «alta energia» 


Come viene accoppiata dalla succinil-CoA sin- 

tetasi l’idrolisi esoergonica del succinil-CoA 

(AG®’ = — 32,6 kJ- mol-') alla formazione endoergo- 

nica di un nucleotide trifosfato (AG°’= — 30,5 

kJ - mol-!)? Fu possibile rispondere a questa doman- 

da utilizzando traccianti radioattivi. In assenza di 

succinil-CoA l’enzima degli spinaci (che utilizza nu- 

cleotidi adenilici) catalizza il trasferimento del grup- 

po fosforico y dell'ATP all’ADP. Questa reazione. di 

scambio suggerisce la partecipazione al meccanismo» 
della reazione di un intermedio fosforil-enzima che’ 
media la sequenza di tappe: 


Tappa 1 Tappa 2 


1-®-® + 1-® 


E-® 
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Questa informazione portò all’isolamento del fosforil- 
enzima cineticamente attivo, in cui il gruppo fosfori- 
co era legato covalentemente all’atomo di N in posi- 
zione (3) di un residuo di His. Quando la reazione 
della succinil-CoA sintetasi funziona nella direzione 
della sintesi del succinil-CoA (cioè in senso inverso 
alla sua direzione nel ciclo dell’acido citrico) usando 
come substrato [!#O]succinato, il 150 viene trasferito 
dal succinato al fosfato. Evidentemente si forma tran- 
sitoriamente durante la reazione l’anidride mista ad 
«alta energia» succinil fosfato. 

Da queste osservazioni sperimentali è stata deriva- 
ta, per la succinil-CoA sintetasi dei mammiferi, la se- 
guente reazione a tre tappe (Fig. 19.9): 


1. Il succinil-CoA reagisce con il P; formando succi- 
nil fosfato e CoA (sulla base della reazione di scam- 
bio del 180). 

2. Il gruppo fosforico del succinil fosfato viene tra- 
sferito ad un residuo di His dell’enzima ed il suc- 
cinato viene rilasciato (sulla base della formazio- 
ne del residuo di 3-fosfo-His), 

3. Il gruppo fosforico sull’enzima viene trasferito al 
GDP, formando GTP (sulla base della reazione di 
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Notate che in ognuna di queste tappe viene conserva- 
ta l’energia libera di idrolisi del succinil-CoA median- 
te la formazione sequenziale di composti ad «alta ener- 
gia»: prima il succinil fosfato, poi un residuo di 3-fosfo- 
His ed infine il GTP. Il processo ricorda un po’ quan- 
to succede quando si ha per le mani una patata bol- 
lente. 


Pausa di riflessione 


Giunti a questo punto, un’unità acetile è stata 
completamente ossidata a CO:. Sono state generate 
inoltre due molecole di NADH ed una di GTP (equi- 
valente ad una di ATP). Per completare ora il ciclo, 
il succinato deve essere convertito di nuovo in ossa- 
lacetato. La restante parte del ciclo, le ultime tre rea- 
zioni, ha proprio questa funzione. 


F. Succinato deidrogenasi 
[828] La succinato deidrogenasi catalizza la deidro- 


genazione stereospecifica del succinato a fumarato 
(reazione 6 della Fig. 19.1). 
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| _ Catena di 
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Figura 19.10 Il legame covalente del FAD a un residuo di His della > 


succinato deidrogenasi. 
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Questo enzima è fortememte inibito dal malonato, 
un analogo strutturale del succinato e un classico 
esempio di inibitore competitivo: 


COO 

COO7 CH, 

Ma: 

COO (6010) 
Malonato Succinato 


Ricordate che l’inibizione della respirazione da parte 
del malonato fu una delle osservazioni che portaro- 
no Krebs ad ipotizzare il ciclo dell’acido citrico (pa- 
ragrafo 19.1B). 

La succinato deidrogenasi contiene un gruppo FAD, 
l’accettore di elettroni della reazione. In genere, il 
FAD funziona biochimicamente nella ossidazione di 
alcani ad alcheni, mentre il NAD* ossida alcoli ad 
aldeidi o chetoni. Questa differenza è dovuta al fatto 
che l’ossidazione di un alcano (come il succinato) ad 
un alchene (come il fumarato) è sufficientemente 
esoergonica da ridurre il FAD a FADH», ma non ab- 
bastanza da ridurre il NAD+ a NADH. L’ossidazio- 
ne di un alcol, al contrario, può ridurre il NAD+ 
(Tabella 15.4). Il FAD della succinato deidrogenasi è 
legato covalentemente a un residuo di His dell’enzi- 
ma attraverso il suo atomo di carbonio C(8) (Fig. 
19.10). Questo tipo di associazione covalente tra il FAD 
e una proteina è piuttosto insolito: nella maggior parte 
dei casi il legame del coenzima è non covalente an- 
che se di tipo molto forte. 

Come viene riossidato il FADH, della succinato dei- 
drogenasi? Essendo permanentemente legato all’en- 
zima, questo gruppo prostetico non può agire da me- 
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tabolita come il NADH. La succinato deidrogenasi, 
invece, viene riossidata dalla catena di trasporto de- 
gli elettroni, che è discussa nel paragrafo 20.2C. Que- 
sto fatto ci spiega perché la succinato deidrogenasi, 
enzima. immerso nella membrana mitocondriale in- 
terna, è l’unico enzima del ciclo dell’acido citrico ad 
essere legato alla membrana. Tutti gli altri sono in- 
vece disciolti nella matrice mitocondriale (l’anatomia 
dei mitocondri viene descritta nel paragrafo 20.1A). 


G. Fumarasi 


La fumarasi (fumarato idratasi) catalizza l’i- 
dratazione del doppio legame del fumarato, forman- 
do S-malato (L-malato) (reazione 7 della Fig. 19.1). 
Per discutere le nostre attuali conoscenze sul mecca- 
nismo della fumarasi dobbiamo tener conto dei ri- 
sultati ottenuti in studi condotti da gruppi diversi. 


Prove meccanicistiche contraddittorie: 
qual è la sequenza di aggiunta 
degli ioni H* e 0H7? 


Gli esperimenti disegnati per stabilire se la rea- 
zione della fumarasi avviene mediante un meccani- 
smo che porta alla formazione di un carbanione (ag- 
giunta di un OH” per primo) o di un carbocatione 
(aggiunta di un H* per primo) ha generato infor- 
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Figura 19.11 Possibili meccanismi per l’idratazione del fumarato nel- 
la reazione catalizzata dalla fumarasi. 
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mazioni contraddittorie (Fig. 19.11). Studiando la dei- 
dratazione dell’S-malato (la reazione della fumarasi 
al contrario) in presenza di H/!50, si sono ottenute 
informazioni in favore dell’ipotesi del carbocatione. 
Nella miscela di reazione il [80] malato appare mol- 
to più rapidamente di quanto potrebbe se 1°!90 fos- 
se incorporato in una reazione inversa del fumarato 
appena formato. Ciò tende a suggerire che vi è una 
rapida formazione di un carbocatione intermedio sul 
C(2), da cui è possibile scambiare l’OH7 con 1”!50H-, 
seguita da una lenta rimozione del protone dal C(3). 


H 
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Altre osservazioni suggeriscono invece che la reazio- 
ne può avvenire attraverso la formazione di un car- 
banione intermedio sul C(3). David Porter sintetizzò 
il 3-nitro-2-S-idrossipropionato, che ricorda steri- 
camente l’S-malato. 


_ 


» (o) 
HI 


3-nitro-2- 
S-idrossipropionato 


Il carattere di elettron-attrattore del gruppo nitrico 
rende i protoni sul C(3) relativamente acidi (pK circa 
10). Il risultante carbanione è un analogo dello stato 
di transizione con un carbanione sul C(3) postulato 
per la reazione della fumarasi in questa seconda ipo- 
tesi (Fig. 19.11: gli analoghi dello stato di transizione 
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sono stati discussi nel paragrafo 14.1F). Questo anio- 
ne è in effetti un eccellente inibitore della fumarasi; 
infatti ha un’affinità di legame per l’enzima che è 
circa 11000 volte più elevata di quella dell’S-malato. 
Se la reazione della fumarasi procede attraverso la 
formazione di un carbanione, come possiamo spie- 
gare il rapido scambio di OH7? Se invece il mecca- 
nismo implica la presenza di un carbocatione, come 
è possibile che il nitro-anione sia un inibitore così 
potente? Da questa serie di osservazioni contraddit- 
torie deriva che: quando si vuole studiare il meccani- 
smo della reazione di un enzima, è sempre necessario 
affrontare il problema da direzioni diverse. Un grup- 
po di esperimenti potrebbere non essere vero e l’inter- 
pretazione dei risultati non deve mai essere conside- 
rata un dato di fatto. La reinterpretazione degli espe- 
rimenti di scambio dell’!80 è ora a favore del mec- 
canismo del carbanione. Se assumiamo che il rilascio 
del prodotto sia la tappa limitante dell’enzima: 


1 2 _ 3 di 
E+ Mal => E Mal <= EH** Mal == EH" Fum *0H 


 . Carbanione 
« intermedio 4 || Rapido 
#0H— || 0HT 
E-H'- Fum 
5 | pento 
E+H'+ Fum 


Il malato si lega alla fumarasi (1), si forma il carba- 
nione (2), viene eliminato OH” per formare il fuma- 
rato (3) e l’OH7 viene rilasciato rapidamente dalla 
superficie dell’enzima (4). Il distacco dall’enzima de- 
gli altri prodotti (5) è lento. Il gruppo !#0H7 può 
quindi scambiare con l’OH7 per produrre [!501 ma- 
lato con una velocità superiore a quella della reazio- 
ne complessiva della fumarasi. . 


H. Malato deidrogenasi 


La malato deidrogenasi catalizza la reazione fi- 
nale del ciclo dell’acico citrico, la rigenerazione del- 
l’ossalacetato (reazione 8 della Fig. 19.1). La trasfor- 
mazione avviene attraverso l’ossidazione del gruppo 
ossidrilico del malato a gruppo chetonico, in una rea- 
zione che dipende dalla presenza del NAD* (si ve- 
da la formula in alto, a destra). 


H=-G67 “07 + NADH + H* 
| 


Ossalacetato 


Lo ione idruro rilasciato dall’alcol in questa reazione 
viene trasferito alla faccia re del NAD+, la stessa fac- 
cia su cui agisce la lattato deidrogenasi (paragrafo 
16.3A) e l’alcol deidrogenasi (paragrafo 16.3B). Infat- 
ti, il confronto delle strutture mediante indagini cri- 
stallografiche ai raggi X dei domini che legano il 
NAD* di queste tre deidrogenasi dimostra che sono 
straordinariamente simili e rappresenta un’ulteriore 
prova a favore del fatto che tutti i domini che legano 
il NAD* si siano evoluti da una proteina ancestrale 
comune (paragrafo 8.3B). 

Il AG©’ della reazione della malato deidrogenasi 
è +29,7 kJ- mol-4; la concentrazione di ossalaceta- 
to presente all’equilibrio è di conseguenza molto pic- 
cola. Ma la reazione catalizzata dalla citrato sintasi, 
il primo enzima del ciclo, è fortemente esoergonica 
(AG°’ = — 31,5 kJ- mol7!; paragrafo 19.3A) a causa 
dell’idrolisi del legame tioestere del citril-CoA. Pos- 
siamo ora comprendere il perché di questa apparen- 
te dissipazione. La negatività della variazione di ener- 
gia libera consente la formazione del citrato anche 
se la concentrazione fisiologica di ossalacetato è bas- 
sa, con il risultato di iniziare un altro giro del ciclo. 


I. Integrazione del ciclo dell'acido citrico 


L’impatto del ciclo dell’acido citrico 
sulla produzione di ATP 


Le discussioni precedenti hanno stabilito che un 
giro del ciclo dell’acido citrico produce le seguenti 
trasformazioni chimiche (Fig. 19.1): 


1. Un gruppo acetilico viene ossidato a due moleco- 
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le di CO:, un processo a cui partecipano anche 
quattro coppie di elettroni (come abbiamo visto 
prima non sono gli atomi di carbonio entrati co- 
me gruppo acetilico ad essere ossidati). 

2. Vengono ridotte tre molecole di NAD* a NADH, 
che utilizzano tre coppie di elettroni. 

3. Viene ridotta una molecola di FAD a FADH,, uti- 
lizzando la quarta coppia di elettroni. 

4. Viene prodotto un legame fosforico ad «alta ener- 
gia» sotto forma di GTP (o di ATP). 


Gli otto elettroni sottratti al gruppo acetile nel ciclo 
dell’acido citrico passano in seguito nella catena di 
trasporto degli elettroni dove vengono usati per ri- 
durre due molecole di ossigeno ad acqua. Ognuna 
delle tre coppie di elettroni presenti sul NADH pro- 
duce, durante il trasferimento all’O, e mediante la 
fosforilazione ossidativa tre molecole di ATP, men- 
tre la coppia sul FADH; genera solo due molecole 
di ATP. Un giro del ciclo dell’acido citrico determi- 
na, in ultima analisi, la produzione di 12 molecole 
di ATP. Il trasporto degli elettroni e la fosforilazione 
ossidativa sono trattati nel Capitolo 20. 


Stechiometria del ciclo dell’acido citrico 


Le reazioni del ciclo dell’acido citrico sono sta- 
te confermate mediante l’uso di traccianti radioatti- 
vi, esperimenti che diventarono possibili tra la fine 
degli anni ’30 e l’inizio degli anni ’40. A quel tempo, 
i composti potevano essere marcati arricchendoli con 
l’isotopo stabile ‘5C (che poteva essere identificato al- 
lora mediante spettrometria di massa e oggi con 
1’NMR) oppure con l’isotopo radioattivo 4!C, che ha 
un tempo di dimezzamento di soltanto 20 minuti; 
l’uso dell’isotopo !4C, che ha il vantaggio di avere 
un tempo di dimezzamento di 5570 anni, fu intro- 
dotto soltanto alla fine degli anni ’40 da Samuel Ru- 
ben e da Martin Kamen. 

In uno di questi esperimenti basilari, fu generato 
4-!!Clossalacetato da piruvato e 1C0.. 
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Questo composto marcato fu utilizzato nel ciclo del- 
l’acido citrico e furono isolati gli intermedi prodotti. 
L’identificazione della posizione della marcatura 
nell’a-chetoglutarato isolato scatenò un entusiasmo 
indescrivibile. Come abbiamo visto nei paragrafi 
19.3A e 19.3B, la citrato sintasi e l’aconitasi catalizza- 
no reazioni stereospecifiche; infatti, la citrato sintasi 
distingue tra le due facce del gruppo carbonilico del- 
l’ossalacetato e l’aconitasi distingue tra i gruppi car- 
bossimetilic pro-S e pro-R del citrato. All’inizio degli 
anni ’40 il concetto di prochiralità non era ancora 
chiaro e si assumeva che le due metà del citrato fos- 
sero indistinguibili (nei sistemi non enzimatici in ef- 
fetti è così). Si pensava quindi che la radioattività pre- 
sente sul C(4) dell’ossalacetato (indicata con un asteri- 
sco nella Fig. 19.1) si sarebbe mescolata nel citrato, 
cioè gli atomi di carbonio C(1) e C(6) sarebbero risul- 
tati marcati allo stesso modo, producendo poi mole- 
cole di a-chetoglutarato marcate alternativamente sul 
C(1) o sul C(5). Fu invece trovato radioattivo soltanto 
il C{1), l'atomo di carbonio del gruppo carbossilico 
a del gruppo chetonico dell’a-chetoglutarato (Fig. 
19.1). Questo risultato generò numerosi dubbi sull’i- 


dentità del prodotto di condensazione dell’ossalace- . 


tato con l’acetil CoA. Alla luce di questi esperimenti 
così certi e conclusivi ci si chiedeva come fosse possi- 
bile che questo prodotto fosse una molecola simme- 
trica come il citrato. Questo problema, cioè quale fosse 
l’acido tricarbossilico originale generato dalla conden- 
sazione, portò al cambio del nome del ciclo da ciclo 
dell’acido citrico (proposto da Krebs) a ciclo degli aci- 
di tricarbossilici (TCA). Nel 1948, Alexander Ogston 
stabilì che pur essendo il citrato simmetrico era una 
molecola prochiralica e quindi poteva interagire asim- 
metricamente con la superficie dell’aconitasi (para- 
grafo 19.3B). Anche se è ormai accertato che il citra- 
to è un intermedio del ciclo è rimasta però una certa 
confusione sul nome del ciclo. 

Continuando a seguire il destino dell’atomo di car- 
bonio marcato attraverso il ciclo dell’acido citrico, pos- 
siamo vedere (Fig. 19.1) che esso viene perso come 
CO; nella reazione della a-chetoglutarato deidroge- 
nasi. Mentre nella reazione complessiva del ciclo si 
considera che vengano ossidati gli atomi di carbonio 
dell’unità acetile a CO;, in effetti, la CO, persa in un 
dato giro del ciclo deriva dallo scheletro dell’ossala- 
cetato. 

Sono stati effettuati esperimenti usando 1-{!*Clace- 
tato che le cellule convertono in 1-['*Clacetil-CoA: 


ATP  AMP+PP; 


(0) 
Il, 
E = — i 
CH3 — COO + CoASH "Acetato CHz3-C— SCoA 
Acetato tiochinasi Acetil-CoA 


Seguendo la via di questa marcatura si è stabilito che 
la marcatura radioattiva si mescola (indicata con 
1/2* nella Fig. 19.1) durante il ciclo soltanto dopo 
la formazione del succinato, il primo intermedio ro- 
tazionalmente simmetrico (non prochiralico del ciclo). 


4. REGOLAZIONE 
DEL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 


In questo paragrafo vedremo come viene rego- 
lato il flusso metabolico attraverso il ciclo dell’acido 
citrico. Nelle nostre discussioni sul controllo del flus- 
so metabolico abbiamo stabilito che per comprende- 
re come viene regolata una via metabolica è necessa- 
rio identificare l’enzima (o gli enzimi) che catalizza 
la tappa che controlla la velocità, gli effettori di que- 
sto enzima e le concentrazioni intracellulari di que- 
ste sostanze. Un meccanismo proposto per il controllo 
del flusso deve dimostrare che un aumento o una di- 
minuzione del flusso sono correlati a un aumento o 
a una diminuzione della concentrazione dell’effettore 
proposto. 


La citrato sintasi, la isocitrato deidrogenasi e 
l’a-chetoglutarato deidrogenasi sono gli enzimi 
che controllano la velocità del ciclo 
dell’acido citrico 


L’identificazione delle tappe che limitano la ve- 
locità del ciclo dell’acido citrico è più complicata che 
non nella glicolisi, in quanto molti dei suoi metaboli- 
ti sono presenti sia nei mitocondri che nel citosol e 
noi non sappiamo come questi sono distribuiti nei 
due compartimenti (ricordate che per l’identificazio- 
ne di una tappa che limita la velocità di una via me- 
tabolica è necessario determinare il AG di ogni sua 
reazione dalle concentrazioni dei substrati e dei pro- 
dotti). Se assumiamo che i due compartimenti siano 
in equilibrio, possiamo usare le quantità totali di que- 
ste sostanze per valutare le loro concentrazioni nei 
mitocondri. La Tabella 19.3 riporta i valori delle va- 
riazioni di energia libera standard delle otto reazio- 
ni del ciclo dell’acido citrico e i valori stimati di va- 
riazioni di energia libera nelle condizioni fisiologi- 
che presenti nel muscolo cardiaco e nel tessuto epati- 
co. Possiamo osservare che tre enzimi funzionano pro- 
babilmente in condizioni lontane dall’equilibrio (AG 
negativo): la citrato sintasi, l’isocitrato deidrogenasi 
NAD* dipendente e la a-chetoglutarato deidrogena- 
si. Concentreremo la nostra attenzione su questi en- 
zimi per vedere come vengono regolati (Fig. 19.12). 


î ; AG°' AG 
Reazione Enzima 4 -mol-') (k- mol -?) 
1 Citrato sintasi —31,5 Negativo 
2 Aconitasi Circa 5 Circa 0 
3 Isocitrato 
deidrogenasi -21 Negativo 
4 Complesso 
multienzimatico 
della a-chetoglutarato 
deidrogenasi — 33 Negativo 
5 Succinil-CoA 
; sintetasi —-2,1 Circa 0 
6 Succinato 
deidrogenasi +6 Circa 0 
7 Fumarasi -3,4 Circa 0 
8 Malato deidrogenasi +29,7 Circa 0 
Piruvato di 
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Figura 19.12 Una rappresentazione del ciclo dell’acido citrico e della 
reazione della piruvato deidrogenasi che mostra i punti di inibizione 
(ottagoni rossi) e gli intermedi della via che funzionano da inibitori 
(linee ‘tratteggiate rosse). ADP e Ca?* sono invece attivatori. 
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Il ciclo dell’acido citrico viene regolato in 
maggior misura dalla disponibilità dei substrati, 
dall’inibizione da prodotto 
e dall’inibizione da altri intermedi del ciclo 
[836]Nel muscolo cardiaco, dove il ciclo funziona 
principalmente per produrre ATP da usare nella con- 
trazione, gli enzimi del ciclo si comportano pratica- 
mente come un’unità funzionale e il flusso metaboli- 
co è proporzionale alla velocità del consumo cellula- 
re di ossigeno. Poiché il consumo di ossigeno, la rios- 
sidazione del NADH e la produzione di ATP sono stret- 
tamente accoppiate (paragrafo 20.5) il ciclo dell’acido 
citrico deve essere regolato da meccanismi retroattivi 
(a feedback) che coordinano la produzione di NADH 
con il consumo di energia. Contrariamente a quanto 
accade per gli enzimi che controllano il flusso nella 
glicolisi e nel metabolismo del glicogeno che utiliz- 
zano elaborati sistemi di controllo allosterico, cicli di 
substrato e modificazioni covalenti, gli enzimi rego- 
latori del ciclo dell’acido citrico sembrano essere con- 
trollati in tre modi molto semplici: (1) disponibilità 
dei substrati, (2) inibizione da prodotto e (3) inibizio- 
ne competitiva a feedback da parte di intermedi pro- 
dotti lungo il ciclo. Incontreremo più avanti diversi 
esempi di questi meccanismi di controllo diretti. 
I principali regolatori del ciclo dell’acido citrico so- 
no i suoi substrati acetil-CoA ed ossalacetato ed il suo 
prodotto NADH. Sia l’acetil-CoA che l’ossalacetato so- 
no presenti nei mitocondri a una concentrazione che 
non satura la citrato sintasi. Il flusso metabolico at- 
traverso questo enzima varia quindi con la concen- 
trazione dei substrati ed è soggetta a un controllo 
in base alla loro disponibilità. La produzione di acetil- 
CoA è regolata dall’attività della piruvato deidroge- 
nasi (paragrafo 19.2B). L’ossalacetato è in equilibrio 
con il malato e la sua concentrazione fluttua in fun- 
zione del rapporto [NADH]/[NAD*] in base all’e- 
spressione della costante di equilibrio 


i [ossalacetato][NADH] 
[malato][NAD+] 


Nella transizione da basso ad alto lavoro e da basse 
ad alte velocità di respirazione, la concentrazione mi- 
tocondriale di NADH tende a diminuire. Il conseguen- 
te aumento della [ossalacetato] stimola la reazione del- 
la citrato sintasi, che controlla la velocità di forma- 
zione del citrato. 

L’osservazione che la concentrazione di citrato di- 
minuisce quando il carico di lavoro aumenta indica 
che la velocità di rimozione del citrato tende a salire 
più della sua velocità di formazione. La velocità di 
utilizzo del citrato è governata dalla isocitrato dei- 
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drogenasi NAD+ dipendente (l’aconitasi funziona vi- 
cino all’equilibrio) che è fortemente inibita in vitro 
dal NADH (inibizione da prodotto). Anche la citrato 
sintasi viene inibita dal NADH. Evidentemente l’iso- 
citrato deidrogenasi è più sensibile a variazioni della 
[NADHI della citrato sintasi. 

La diminuzione della [citrato] che avviene durante 
la transizione da basso ad alto lavoro e da bassa ad 
alta velocità di respirazione porta ai seguenti effetti, 
che ricordano il gioco del domino: 


1. Il citrato è un inibitore competitivo delbesaze: 
la caduta della [citrato] causata da un aumento Li 
l’attività della isocitrato deidrogenasi incrementa 
la velocità di formazione del citrato. 


2. L’a-chetoglutarato deidrogenasi viene fortemen- E. 


te inibita dai suoi prodotti NADH e succinil-CoA. 
La sua attività tende quindi ad aumentare se la 

: [NADH] diminuisce. 
3. Il succinil.CoA compete anche con l’acetil-CoA nel- 


titiva a feedback). 


Questo sistema intrecciato mantiene il ciclo dell’aci- 
do citrico regolato in modo coordinato. 


ATP, ADP e Ca?+ sono regolatori allosterici 
di enzimi del ciclo dell’acido citrico 


Studi in vitro sugli enzimi del ciclo dell’acido 
citrico hanno portato all’individuazione di alcuni at- 
tivatori e inibitori allosterici. Un aumento del carico 
di lavoro è accompagnato da un incremento della 
[ADPI] come risultato di un pari incremento nella ve- 
locità di idrolisi dell’ATP. L’ADP agisce come attiva- 
tore allosterico dell’isocitrato deidrogenasi diminuen- 
do la Ky apparente per l’isocitrato. L’ATP, che vie- 
ne ricostituito quando il muscolo è a riposo, inibisce 
questo enzima. 

Il Ca?+, tra le sue molteplici funzioni biologiche, 
è anche un regolatore metabolico essenziale. Questo 
ione metallico stimola, come secondo messaggero (pa- 
ragrafo 34.4B), la demolizione del glicogeno (para- 
grafo 17.3C) innesca la contrazione muscolare (Pes 
grafo 34.3C) e media molti segnali ormonali. Il Ca? 
gioca un ruolo importante anche nella regolazione 
del ciclo dell’acido citrico (Fig. 19.12). Infatti, attiva 
la piruvato deidrogenasi fosfatasi che, a sua volta, 
attiva il complesso della piruvato deidrogenasi e quin- 
di la produzione di acetil-CoA. Il calcio attiva anche 


la isocitrato deidrogenasi e l’a-chetoglutarato deidro- DI 


genasi. Il segnale che stimola la contrazione musco- 
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lare stimola anche la produzione di ATP per supple- 
mentare il processo metabolico di energia. 

Nel fegato il ruolo del ciclo dell’acido citrico è mol- 
to più complesso che nel muscolo cardiaco. Il fegato 
sintetizza molte sostanze necessarie all’organismo, co- 
me il glucosio, gli acidi grassi, il colesterolo e le por- 
firine. Le reazioni del ciclo dell’acido citrico parteci- 
pano in parte a molte di queste vie biosintetiche ol- 
tre a svolgere la loro funzione nel metabolismo ener- 
getico. Nel prossimo paragrafo discuteremo il con- 
tributo del ciclo dell’acido citrico a questi processi. 


Nell’E.coli la fosforilazione regola l’attività 
dell’isocitrato deidrogenasi 


L’isocitrato deidrogenasi di E. coli è un dimero, 
con due subunità identiche di 416 residui che con- 
trolla il flusso dei substrati a livello di un punto di 
ramificazione importante nel metabolismo dei car- 
boidrati, agendo in risposta a variazioni nelle condi- 
zioni nutrizionali. L'enzima viene inattivato dalla fo- 
sforilazione del residuo di Ser 113, un residuo del 
sito attivo. Al contrario, la maggior parte degli altri 
enzimi che sono sottoposti a reazioni di modificazio- 
ne e demodificazione di tipo covalente, per esempio 
la glicogeno fosforilasi, sono fosforilati a livello del 
sito allosterico. Nel caso della isocitrato deidrogenasi, 
la fosforilazione rende l'enzima incapace di legare 
il substrato, l’isocitrato. 

Il confronto tra le strutture ai raggi X dell’isocitra- 
to da sola, della sua forma fosforilata, e di quella con 
l’isocitrato legato rivela che vi sono solo piccole dif- 
ferenze strutturali, tutte localizzate intorno alla Ser 
113. Inoltre, la struttura ai raggi X dell’enzima con 
la Ser 113 sostituita da Asp o da Glu, mutazioni che 
mimano l’inattivazione dell’enzima per fosforilazio- 
ne, mostrano piccole variazioni conformazionali mol- 
to simili a quelle citate sopra. Queste osservazioni 
suggeriscono che le repulsioni elettrostatiche tra l’i- 
socitrato anionico e il gruppo fosforico sulla Ser im- 
pediscono all’enzima di legare il suo substrato, un’i- 
potesi che è stata confermata da calcoli dei potenziali 
elettrostatici, basati sulle strutture ai raggi X. La fo- 
sforilazione può regolare l’attività dell'enzima inter- 
ferendo direttamente con il legame di ligandi al sito 
attivo oppure inducendo variazioni conformazionali 
su un sito allosterico. 


5. LA NATURA ANFIBOLICA 
DEL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 


Normalmente si pensa che una via metabolica 


possa essere catabolica se si ha rilascio (o conserva- 
zione) di energia libera oppure anabolica se invece 
vi è una richiesta di energia libera. Il ciclo dell’acido 
citrico è, di conseguenza, catabolico in quanto è una 
via degradativa e rappresenta il sistema principale 
di conservazione dell’energia libera nella maggior 
parte degli organismi. È necessario che gli intermedi 
del ciclo siano presenti solo in quantità catalitiche 
per mantenere la sua funzione degradativa. Alcune 
vie biosintetiche utilizzano però intermedi del ciclo 
dell’acido citrico come materiali di partenza (anabo- 
lismo). Il ciclo dell’acido citrico è quindi anfibolico 
(sia anabolico che catabolico). 

Tutte le vie biosintetiche che utilizzano gli inter- 
medi del ciclo dell’acido citrico richiedono anche ener- 
gia libera. Di conseguenza, la funzione catabolica del 
ciclo non può essere interrotta; gli intermedi che so- 
no stati prelevati devono essere rimpiazzati. Anche 
se gli aspetti meccanicistici degli enzimi coinvolti nelle 
vie che utilizzano o riforniscono il ciclo di intermedi 
verranno discussi in seguito, è necessario a questo 
punto rammentare brevemente queste interconnes- 
sioni (Fig. 19.13). 


COo. Piruvato 
Ammino- ] cn 
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Aspartato Du o 
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74 ca \ 
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Figura 19.13 Rappresentazione del ciclo dell'acido citrico che indica 
quali intermedi vengono sottratti per essere usati in vie anaboliche 
(frecce rosse) e i punti di rifornimento da parte di reazioni anapleroti- 
che (frecce verdi). Le reazioni di transamminazione e di deammina- 
zione sono reversibili e quindi la loro direzione varia con la doman- 
da metabolica. 
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Vie che utilizzano intermedi 
del ciclo dell’acido citrico 


1. La biosintesi del glucosio (gluconeogenesi; pa- 
ragrafo 21.1), tipica del citosol, utilizza il malato 
che è stato trasportato attraverso la membrana 
mitocondriale. 
La biosintesi dei lipidi, che comprende la bio- 
sintesi degli acidi grassi (paragrafo 23.4) e la 
biosintesi del colesterolo (paragrafo 23.6A), è 
un processo citosolubile che richiede la presenza 
di acetil-CoA. L’acetil-CoA prodotto nei mitocon- 
dri non viene trasportato attraverso la membra- 
na mitocondriale e l’acetil-CoA citosolico viene ge- 
nerato dalla rottura del citrato che è stato espor- 
tato dai mitocondri attraverso la loro membrana. 
La reazione è catalizzata dalla ATP-citrato lia- 
si (paragrafo 23.4D): 


o 


citrato + ATP+CoA == 
== ADP+P;+ossalacetato + acetil-CoA 


sw 


La biosintesi degli amminoacidi utilizza gli in- 
termedi del ciclo dell’acido citrico in due modi. 
L’a-chetoglutarato viene usato per sintetizzare il 
glutammato in una reazione di amminazione ri- 
duttiva a cui partecipa il NAD+ o il NADP+ ca- 
talizzata dalla glutammato deidrogenasi (para- 
grafo 24.1): 


a-chetoglutarato +NAD(P)H + NH == 
== glutammato + NAD(P)* + H.0 


L’a-chetoglutarato e l’ossalacetato vengono anche 
utilizzati per sintetizzare glutammato e aspartato 
nelle reazioni di transamminazione (paragrafo 
24.1): 


a-chetoglutarato + alanina == 
== glutammato + piruvato 
€ . 
ossalacetato + alanina = aspartato + piruvato 


4. La biosintesi delle porfirine (paragrafo 24.44) 
utilizza il succinil-CoA come materiale di partenza. 


Reazioni che riforniscono di intermedi 
il ciclo dell’acido citrico 


Le reazioni che riforniscono di intermedi il ci- 


clo dell’acido citrico vengono dette reazioni ana- 
plerotiche (di riempimento, dal greco: ana, 


su+ plerotikos, pieno). La principale reazione anaple- . ci 


rotica è quella catalizzata dalla piruvato carbossi- 
lasi, che produce ossalacetato (paragrafo 21.1A): 


piruvato + CO + ATP + H,0 => ossalacetato + ADP + Pi 


Questo enzima «sente» quando è necessario produrre 
intermedi del ciclo dell’acido citrico mediante il suo 
attivatore, l’acetil-CoA. Ogni diminuzione della veloci- 
tà del ciclo determinata da un’insufficiente quantità di 
ossalacetato porta ad un aumento dei livelli di acetil-' 
CoA, per effetto della sua sottoutilizzazione. Ciò attiva 
la piruvato carbossilasi che rifornisce il ciclo di ossala- 


cetato aumentandone la velocità. Se però il ciclo dell’a- 
cido citrico è inibito a livello di una sua tappa dall’alta: -! 
concentrazione del NADH, l'aumento della concentra- . ; 


zione di ossalacetato non attiverà il ciclo. L’eccesso di: 
ossalacetato si equilibra con il malato che viene espor-. 
tato dai mitocondri nel citosol ed usato nella gluconeo-. 
genesi. Le vie degradative generano intermedi del ci- 
clo dell’acido citrico: 


1. L’ossidazione degli acidi grassi a catena dispari (pa- 
ragrafo 23.2E) produce succinil-CoA. 


2. La demolizione degli amminoacidi isoleucina, me- - 


tionina e valina (paragrafo 24.3E) produce anch’es- 
sa succinil-CoA. 

3. La transamminazione e la deamminazione degli am- 
minaocidi produce a-chetoglutarato e ossalacetato. 
Queste reazioni sono reversibili e, a seconda della 
domanda metabolica, servono a rimuovere o a ri- 
fornire il ciclo dell’acido citrico di intermedi. 


Il ciclo dell’acido citrico è al centro del metabolismo. 
Esso riduce i prodotti NADH e FADH», che sono poi 
riossidati dalla catena di trasporto degli elettroni du- 


rante la fosforilazione ossidativa e viene rilasciata l’e- . 


nergia libera necessaria alla sintesi di ATP. Gli inter-- 
medi del ciclo dell’acido citrico sono utilizzati nelle bio- 
sintesi di costituenti cellulari vitali. Nei prossimi capi- 


toli vedremo le interazioni tra queste vie metaboliche. . 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Il ciclo dell’acido citrico, un metabolismo ossidati- 
vo comune alla maggioranza degli organismi, è media- 
to da otto enzimi che, nel loro insieme, convertono 
laceti-CoA in due molecole di CO, e generano contem- 
poraneamente tre molecole di NADH, una di FADH, ed 
una di GTP (0 ATP). Il NADH e il FADH, vengono riossi- 
dati dall’ossigeno nella catena di trasporto degli elettro- 
ni, producendo altre undici molecole di ATP. 

Il piruvato, il prodotto finale della glicolisi, in condi- 
zioni aerobiche viene convertito ad acetil-CoA dal com- 
plesso multienzimatico della piruvato deidrogenasi, un 
insieme di tre enzimi: la piruvato deidrogenasi, la dii- 
drolipoil transacetilasi e la diidrolipoil deidrogenasi. La 
subunità della piruvato deidrogenasi catalizza la con- 
versione del piruvato in CO» e nell’intermedio 
idrossietil-TPP. Quest’ultimo viene incanalato alla dii- 
drolipoil transacetilasi che ossida il gruppo idrossietile 
ad acetato e lo trasferisce al CoA, formando l’acetil- 
CoA. Il gruppo prostetico lipoamidico che viene ridotto 
in questo processo nella forma diidrolipoamidica, viene 
riossidato dalla diidrolipoil deidrogenasi in una reazio- 
ne a cui partecipa il FAD ad essa legato, che riduce 
il NAD* a NADH. La diidrolipoamide transacetilasi 
viene inattivata dalla formazione di un addotto cova- 
lente tra l’acido lipoico e composti contenenti As(IM. L’at- 
tività del complesso della piruvato deidrogenasi varia 
in funzione del rapporto [NADHI/INAD+] e lacetil- 
CoAl/[CoA]. Negli eucarioti la subunità della piruvato 
deidrogenasi viene inattivata anche dalla fosforilazio- 
ne di uno specifico residuo di Ser e riattivato dalla sua 
defosforilazione. Queste modificazioni sono mediate dal- 
la piruvato deidrogenasi chinasi e dalla piruvato dei- 
drogenasi fosfatasi; anche questi componenti del com- 
plesso multienzimatico rispondono a intermedi meta- 
bolici come il NADH e l’acetil-CoA. 

Il citrato si forma dalla condensazione dell’acetil-CoA 
con l’ossalacetato ad opera della citrato sintasi. Il citra- 


to viene deidratato a cis-aconitato e poi reidratato a 
isocitrato in una reazione stereospecifica catalizzata dal- 
l’aconitasi. Questo enzima viene inibito specificamente 
dal (25, 3R)-fluorocitrato, che viene sintetizzato enzi- 
maticamente dal fluoroacetato e dall’ossalacetato. L’iso- 
citrato viene decarbossilato ossidativamente ad 
o-chetoglutarato dalla isocitrato deidrogenasi, che pro- 
duce NADH e CO». L’e-chetoglutarato viene a sua vol- 
ta decarbossilato ossidativamente dalla a-chetoglutarato 
deidrogenasi, un complesso multienzimatico simile al 
complesso multienzimatico della piruvato deidrogena- 
si. Questa reazione genera la seconda molecola di NADH 
e di CO», Il succinil-CoA così prodotto viene convertito 
a succinato con la generazione di GTP (ATP nelle piante 
e nei batteri) da parte della succinil-CoA sintetasi. Il 
succinato viene deidrogenato stereospecificamente dalla 
succinato deidrogenasi a fumarato in una reazione che 
genera FADH:. Le due tappe finali del ciclo dell’acido 
citrico, catalizzate dalla fumarasi e dalla malato dei- 
drogenasi, idratano il fumarato a S-malato ed ossida- 
no questo alcol nel corrispondente chetone, l’ossalaceta- 
to, con la concomitante produzione della terza moleco- 
la di NADH della via. 

Gli enzimi del ciclo dell’acido citrico agiscono come 
una unità funzionale che segue il passo della domanda 
metabolica della cellula. Gli enzimi che controllano il 
flusso sembrano essere la citrato sintasi, l’isocitrato dei- 
drogenasi e l’u-chetoglutarato deidrogenasi. La loro at- 
tività viene regolata dalla disponibilità dei substrati, 
dall’inibizione da prodotto, dall’inibizione da interme- 
di del ciclo e dall’effetto attivatorio del Ca2*. 

Diverse vie anaboliche utilizzano intermedi del ciclo 
dell’acido citrico come materiali di partenza. Queste so- 
stanze essenziali vengono rimpiazzate da reazioni ana- 
plerotiche di cui la principale è la sintesi di ossalaceta- 
to da piruvato e CO; da parte della piruvato carbossi- 
lasi. 
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PROBLEMI 


1. 


4. 
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Seguite il corso della marcatura radioattiva 
nel 2-*4Ciglucosio attraverso la glicolisi e il ciclo del- 
l'acido citrico. A quale punto (o punti) del ciclo verrà 
rilasciata la radioattività sotto forma di **CO,? Quanti 
cicli saranno richiesti per la conversione completa del- 
la radioattività a CO? Ripetete il problema per il pi- 
ruvato marcato nell’atomo di carbonio del suo gruppo 
metilico. 


Date le seguenti informazioni, calcolate il AG fisiologi- 
co della reazione della isocitrato deidrogenasi a 25 °C 
e a pH 7,0: INAD*J/[NADH]=8; [e-chetoglutara- 
to]=0,1 mm; fisocitrato]=0,02mM. Assumete condizio- 
ni standard per la CO; (il AG°’ è riportato nella Ta- 
bella 19.3). Questa reazione è un possibile sito di con- 
trollo metabolico? Spiegate il perché. 


L’ossidazione dell’acetil-CoA a due molecole di CO, 
coinvolge il trasferimento di quattro coppie di elettro- 
ni ai coenzimi redox. In quali reazioni del ciclo vengo- 
no trasferiti questi elettroni? Identificate i coenzimi re- 
dox in ogni reazione. Per ciascuna reazione scrivete 
le formule di struttura dei reagenti, degli intermedi 
e dei prodotti e indicate, mediante frecce, quali sono 
gli elettroni trasferiti. 


La reazione della citrato sintasi si pensa proceda attra- 
verso la formazione di un carbanione sull’acetil-CoA. 
Come potreste spiegare l’osservazione che l’*H non vie- 


‘ ne incorporato nell’acetil-CoA quando l’acetil-CoA è in- 


5. 


cubato con la citrato sintasi in 3H20? 


Il malonato è un inibitore competitivo del succinato 
nella reazione della succinato deidrogenasi. Disegnate 
un grafico che si potrebbe ottenere plottando 1/v in 


funzione di 1/{succinato] in presenza di tre concentra- 
zioni diverse di malonato. Indicate quale linea ha una 
bassa, una media e una alta concentrazione di malonato. 


6. Krebs osservò che l’inibizione da malonato del ciclo 


N 


dell’acido citrico può essere superata aumentando la 
concentrazione di ossalacetato. Spiegate il meccanismo 
di questo. processo alla luce dei risultati ottenuti nel 
Problema 5. 


Quale dei seguenti metaboliti va incontro a una ossida- 
zione netta da parte del ciclo dell’acido citrico: (a) a- 
chetoglutarato, (b) succinato, (0) citrato e (d) acetil-CoA? 


8. Anche se non vi è una sintesi netta di intermedi nel 


ciclo dell’acido citrico, questi vengono usati in reazioni 
biosintetiche, come ad esempio il succinil-CoA nella sin- 
tesi delle porfirine. Scrivete una reazione per la sintesi 
netta del succinil-CoA dal piruvato. 


9. L’ossalacetato e l’a-chetoglutarato sono precursori de- 


10. 


11. 


gli amminoacidi aspartato e glutammato e sono pure 
intermedi catalitici del ciclo dell’acido citrico. Scrivete 
la sintesi netta di a-chetoglutarato dal piruvato in cui 
non vengono rimossi intermedi dell’acido citrico. 


L’acido lipoico è legato agli enzimi che catalizzano la 
decarbossilazione ossidativa degli a-chetoacidi. (a) Qual 
è il sistema di attacco dell’acido lipoico agli enzimi? 
(b) Mostrate come partecipa l’acido lipoico alla decar- 
bossilazione degli a-chetoacidi. 


Il British anti-lewisite (BAL), che era stato preparato 
per annullare gli effetti del gas arsenicale lewisite, è 
utile anche per il trattamento degli avvelenamenti da 
arsenico. Spiegate il perché. 


CHaT SH 
pr SH CI--CH= CH— AsCly 
CHo- OH 


British anti-lewisite 
(BAL) 


Lewisite 
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3. Fosforilazione ossidativa 
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contro quello anaerobico 
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Trasporto 


degli elettroni 
e fosforilazione 
ossidativa 


Nel 1789, Armand Seguin e Antoine Lavoisier 
(il padre della chimica moderna) scrissero: 


“..in generale, la respirazione non è altro che una len- 
ta combustione di carbone e idrogeno, che è completa- 
mente simile a quella che avviene in una lampada o 
in una candela accesa e quindi, da questo punto di 
vista, gli animali che respirano sono veri e propri cor- 
pi combustibili che bruciano e consumano se stessi’. 


In quel tempo Lavoisier dimostrò che gli animali vi- 


venti consumavano ossigeno e generavano anidride 
carbonica. Ma fu soltanto all’inizio del ventesimo se- 
colo, quando si arrivò all’enzimologia, che si poté sta- 
bilire, principalmente attraverso il lavoro di Otto 
Warburg, che le ossidazioni biologiche sono cataliz- 
zate da enzimi intracellulari. Come abbiamo visto, 
il glucosio viene ossidato completamente a CO, me- 
diante le reazioni enzimatiche della glicolisi e del ci- 
clo dell’acido citrico. In questo capitolo esamineremo 
il destino degli elettroni che sono stati sottratti al glu- 
cosio da questi processi ossidativi. 

L’ossidazione completa del glucosio da parte del- 
l’ossigeno molecolare è descritta dalla seguente equa- 
zione redox: 


CgH120g + 60, —> 6C0, + 6H0 
AG°’=— 2823 kJ- mol! 


Per osservare più chiaramente il trasporto degli elet- 
troni, questa espressione può essera divisa in due par- 
ti. Nella prima semi-reazione gli atomi di carbonio 
del glucosio vengono ossidati 


CgH1206 + 6H.0 —> 6C03+ 24H* + 24e° 


e nella seconda semi-reazione viene ridotto l’ossige- . 


no molecolare: 


603 +24H* +24e7 —> 12H,0 
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Figura 20.1 | siti di trasferimento degli elettroni al NAD* e al FAD 
nella glicolisi e nel ciclo dell'acido citrico. 


Negli organismi viventi, il processo di trasferimento 
degli elettroni che collega queste due semi-reazioni av- 
viene attraverso una via a molte tappe che cattura 
l’energia liberata per formare ATP. 

Le 12 coppie di elettroni coinvolte nell’ossidazione 
del glucosio non sono trasferite direttamente all’O;. 
Come abbiamo visto, vengono trasferite prima a coen- 
zimi generando 10 molecole di NADH e due di FADH; 
(Fig. 20.1) nelle reazioni catalizzate dall’enzima gli- 
colitico gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (paragra- 
fo 16.2F), dalla piruvato deidrogenasi (paragrafo 


19.2.) e dagli enzimi del ciclo dell’acido citrico isoci- 
trato deidrogenasi, a-chetoglutarato deidrogenasi, dal- 
la malato deidrogenasi e dalla succinato deidrogena- 
si (l’unico enzima che riduce il FAD) (paragrafo 19.3). 
Gli elettroni passano poi nella catena di trasporto de- 
gli elettroni, dove, mediante la riossidazione del NADH 
e del FADH., partecipano a meccanismi ossidoridut- 
tivi sequenziali di almeno 10 centri, prima di ridurre 
l’ossigeno ad acqua. Durante questo processo, i pro- 
toni vengono espulsi dai mitocondri. L’energia libera 
conservata nel gradiente protonico che si viene a ge- 
nerare in questo modo guida poi la sintesi di ATP 
da ADP e P;, attraverso il processo che va sotto il no- 
me di fosforilazione ossidativa. La riossidazione 
di ogni molecola di NADH porta alla sintesi di tre 
molecole di ATP e la riossidazione del FADH; di due 
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molecole di ATP e quando il glucosio viene ossidato ‘ 


completamente a CO, e H,0 si generano un totale 
di 38 molecole di ATP/molecola di glucosio. 

In questo capitolo esploreremo i meccanismi di tra- 
sporto degli elettroni e della fosforilazione ossidativa 
insieme alla loro regolazione. Iniziamo ora con una 
discussione sulla struttura dei mitocondri e sui loro 
sistemi di trasporto. 


1. IL MITOCONDRIO 


Il mitocondrio (paragrafo 1.2A) è il sito del me- 
tabolismo ossidativo delle cellule eucariotiche. Esso 
contiene, come dimostrarono nel 1948 Albert Leh- 
ninger e Eugene Kennedy, gli enzimi che mediano 
questo processo, compresi la piruvato deidrogenasi, 
gli enzimi del ciclo dell’acido citrico, gli enzimi che 
catalizzano l’ossidazione degli acidi grassi (paragra- 
fo 23.2C) e gli enzimi e le proteine redox coinvolte 
nel trasporto degli elettroni e nella fosforilazione os- 
sidativa. Vi sono quindi buone ragioni per chiamare 
i mitocondri con il nome di «centrali energetiche» 
delle cellule. 


A. Anatomia dei mitocondri 


I mitocondri variano considerevolmente per di- 
mensioni e forma, a seconda della fonte e dello stato 
metabolico. Essi sono di solito di forma ellissoidale 
con un diametro di circa 0,5um e una lunghezza 
di circa 1um (le dimensioni medie di un batterio; 
Fig. 20.2). Il mitocondrio è circondato da una mem- 
brana esterna liscia e contiene una membrana in- 
terna con molte invaginazioni. Il numero delle in- 
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(a) 


Figura 20.2 Il mitocondrio. (a) Fotografia al microscopio elettronico 
di un mitocondrio di una cellula animale. (Secchi-Lacaque/Roussel- 
UCLAF/CNRI.) (b) Rappresentazione schematica di un mitocondrio 
in sezione. 


vaginazioni, chiamate creste, varia con l’attività re- 
spiratoria di quel particolare tipo di cellula. Le pro- 
teine che partecipano al trasporto degli elettroni e 
alla fosforilazione ossidativa sono legate alla mem- 
brana mitocondriale interna e quindi la velocità di 
respirazione varia con l’area superficiale della mem- 
brana. Il fegato, per esempio, che ha una velocità 
di respirazione relativamente bassa, contiene mito- 
condri con un numero di creste piuttosto limitato, 
mentre i mitocondri del muscolo cardiaco ne conten- 
gono molte. La somma delle aree delle membrane 
mitocondriali interne in un epatocita è ugualmente 
circa 15 volte maggiore dell’area della sua membra- 
na plasmatica. Il compartimento interno dei mitocon- 
dri è costituito da una sostanza gelatinosa contenen- 
te meno del 50% di acqua, detta matrice, nella quale 
le proteine sono presenti a una concentrazione parti- 


colarmente elevata. Sono presenti nella matrice gli - 


enzimi solubili del metabolismo ossidativo (come gli 
enzimi del ciclo dell’acido citrico), i substrati, i cofat- 
tori nucleotidici e gli ioni inorganici. La matrice con- 
tiene anche il macchinario genetico mitocondriale — 
DNA, RNA e ribosomi — che genera numerose (ma 
non tutte) proteine mitocondriali (paragrafo 1.2A). 


La membrana mitocondriale interna 
separa le funzioni metaboliche 


La membrana mitocondriale esterna contiene 
la porina, una proteina che forma pori non specifici 
che permettono la libera diffusione di molecole con 
una massa fino a 10 kD. La membrana interna, che 
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Membrana— 


intermembrana 


(b) 


contiene circa il 75% in peso di proteine, è molto più 
ricca in proteine della membrana esterna (Fig. 20.3). 
Essa è liberamente permeabile all’O., alla CO; e al- 
l’acqua e contiene, oltre alle proteine della catena re- 
spiratoria, numerose proteine trasportatrici che con- 
trollano il passaggio dei metaboliti come l’ATP, l’ADP, 
il piruvato, il Ca?+ ed il fosfato (vedi più avanti). 
Questa impermeabilità controllata della membrana 
mitocondriale interna alla maggior parte degli ioni 


Faccia interna | 
(770 particelle - um?) 


Citosoi 


i 
Faccia esterna 
(2120 particelle - um 
PI 


Faccia interna 
(4208 particelle - um?) 
Matrice 


Figura 20.3 Fotografia al microscopio elettronico dopo freeze-fracture 
e freeze-etch delle membrane interna ed esterna dei mitocondri. La 
membrana interna contiene circa un numero doppio di particelle im- 
merse rispetto alla membrana esterna. (Per gentile concessione di Le- 
ster Packer, University of California, Berkeley.) 


Membrana esterna: 
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dei metaboliti e dei composti con una bassa massa 
molecolare consente la formazione di gradienti ionici 
attraverso questa barriera e porta alla separazione 
delle funzioni metaboliche tra il citosol e il mitocondrio. 


B. Sistemi di trasporto dei mitocondri 


La membrana mitocondriale interna è imper- 
meabile quasi a tutte le sostanze idrofiliche. Essa de- 
ve quindi contenere sistemi di trasporto specifici che 
consentano i seguenti processi: 


1. II NADH prodotto dalla glicolisi nel citosol deve: 


avere accesso alla catena di trasporto degli elet- 
troni per la riossidazione in condizioni aerobiche. 

2. I metaboliti prodotti dai mitocondri, come l’ossa- 
lacetato e l’acetil-CoA, che sono i precursori ri- 
spettivamente del glucosio e degli acidi grassi, de- 
vono raggiungere la sede della biosintesi a cui par- 
tecipano. 

3. L’ATP prodotto dai mitocondri deve raggiungere 
il citosol dove hanno luogo la maggioranza delle 
reazioni che utilizzano energia, mentre l’ADP e 
il P;, i substrati della fosforilazione ossidativa de- 
vono entrare nei mitocondri. 


Abbiamo già incontrato e studiato il traslocatore ATP- 
ADP (paragrafo 18.4C). L’esportazione dell’ossalace- 
tato e dell’acetil-CoA dai mitocondri sono invece di- 
scussi nei paragrafi 21.1A e 23.4D. Nella parte re- 
stante di questo paragrafo esamineremo i sistemi mi- 
tocondriali di trasporto del P;, del Ca°+ ed i sistemi 
navetta (shuttle) per il NADH. 


Trasporto del P; 


L’ATP viene. generato nei mitocondri da ADP 
e Pi, ma viene utilizzato nel citosol. Il P; prodotto 
in questo compartimento cellulare deve ritornare nel 
mitocondrio attraverso un simporto elettricamente 
neutro P;—H*, guidato dal ApH. Il gradiente elet- 
trochimico prodotto dalle pompe protoniche duran- 
te le reazioni redox del trasporto degli elettroni (pa- 
ragrafo 20.3B) serve anche a mantenere elevate con- 
centrazioni di ADP e P; nel mitocondrio, oltre che 
a fornire l’energia necessaria alla sintesi di ATP. 


Trasporto del Ca?+ 


Poiché il Ca?*, come il cAMP, funziona anche 
da secondo messaggero (paragrafo 18.3B), la sua con- 
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Figura 20.4 | due sistemi di trasporto mitocondriali per il Ca?*+. Il 
sistema 1 genera un flusso di Ca°* verso la matrice (influsso) in ri- 
sposta al potenziale di membrana (negativo all’interno). Il sistema 2 
produce un flusso di Ca?* verso l'esterno (efflusso) in scambio con 
ioni H* (ioni Na+ nel muscolo cardiaco). 


centrazione citosolica deve essere controllata molto 
attentamente. Il mitocondrio, il reticolo endoplasma- 
tico e gli spazi extracellulari agiscono da contenitori 
per la conservazione degli ioni Ca?+. Abbiamo già 
studiato ta=€a°+ — ATPasi della membrana plasmati- 
ca e del reticolo endoplasmatico nel paragrafo 18.3B. 
Ora invece analizzeremo i sistemi di trasporto del 
Ca°+ dei mitocondri. 

I sistemi di trasporto della membrana mitocondriale 
interna mediano separatamente l’influsso e l’efflusso 
di Ca°+ (Fig. 20.4). L’influsso di Ca?* è favorito dal 
potenziale di membrana (negativo all’interno) della 
membrana mitocondriale interna, che attira gli ioni 
carichi positivamente. La velocità di influsso varia 
con la concentrazione esterna di Ca?*, in quanto il 
valore della Ky, di questo sistema di trasporto del 
Ca°+ è più alto della concentrazione di Ca?+ citoso- 
lica. L’efflusso del Ca°+ è favorito in modo indipen- 
dente dal gradiente di ioni H* attraverso la mem- 
brana mitocondriale interna, generato dal trasporto 
degli elettroni oppure, come nei mitocondri di cuo- 
re, dal gradiente del Na+. Il Ca?* può uscire dalla 
matrice solo in scambio con ioni H* (oppure Na*) 
e quindi il sistema è un antiporto. Questo processo 
di scambio di solito opera alla massima velocità. I 
mitocondri agiscono come un tampone per il Ca** ci- 
tosolico (Fig. 20.5): se il Ca?* aumenta, la velocità di 
influsso del Ca?+ tende ad aumentare, mentre quel- 
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Figura 20.5 La regolazione della [Ca?+] citosolica. La via di efflusso 
opera a una velocità costante, indipendente dalla concentrazione di 
Ca?*, mentre l'attività della via di influsso varia con la [Ca?+]. AI 
punto di equilibrio (nelle condizioni intracellulari basali), l’attività delle 
due vie è uguale e non si ha un flusso netto di ioni Ca?*. Un au- 
mento della [CaZ*] genera un influsso netto di Ca?*, mentre una 
diminuzione della [Ca?*] porta a un efflusso netto. Entrambi gli ef- 
fetti tendono a rinormalizzare la concentrazione citosolica del Ca?*. 
(Fonte: NicHotts, D., Trends Biochem. Sci., 6, 37, 1981.) 


la di efflusso resta costante, determinando un aumen- 
to del Ca?+ nei mitocondri e una diminuzione nel 
citosol, fino a raggiungere il punto di partenza. Al 
contrario, una diminuzione della concentrazione ci- 
tosolica del Ca?* riduce la velocità di influsso por- 
tando a un efflusso netto di Ca?* e la concentrazio- 
ne di Ca?* citosolica ritorna al punto di partenza. 


Sistemi citoplasmatici «navetta» (shuttle) 
«trasportano» il NADH attraverso 
la membrana mitocondriale interna 


Anche se la maggior parte del NADH generato 
nell’ossidazione del glucosio viene formato nella ma- 
trice mitocondriale attraverso il ciclo dell’acido citri- 
co, quello formato nella glicolisi è invece localizzato 
nel citosol. La membrana mitocondriale interna man- 
ca però di un sistema di trasporto per il NADH. È pos- 
sibile trasportare nei mitocondri gli elettroni del NADH 
citosolico per mezzo di sistemi mavetta» (shuttle). Nello 
shuttle del glicerofosfato (Fig. 20.6) del muscolo ala- 
re degli insetti (il tessuto che produce la quantità più 
alta di energia in assoluto — circa la stessa quantità 
di energia prodotta dal motore di una piccola auto- 
mobile) la 3-fosfoglicerolo deidrogenasi catalizza l’os- 
sidazione del NADH citosolico usando il diidrossiace- 
tone fosfato e producendo NAD*, che rientra nella 
glicolisi. Gli elettroni del 3-fosfoglicerolo formatosi in 


questa reazione redox vengono trasferiti alla flavo- 
proteina deidrogenasi per formare FADH;. Questo 
enzima, situato sulla superficie esterna della membra- 
na mitocondriale interna, rifornisce di elettroni la ca- 
tena di trasporto degli elettroni in modo simile alla 
succinato deidrogenasi (paragrafo 20.2C). Lo shuttle 
del glicerofosfato porta alla sintesi di due molecole di 
ATP per ogni NADH citoplasmatico che viene riossidato. 

Lo shuttle del malato-aspartato (Fig. 20.7) dei 
sistemi dei mammiferi è più complesso, ma anche 
più efficiente dello shuttle del glicerofosfato. Il 
NAD* mitocondriale viene ridotto dal NADH cito- 
solubile mediante una riduzione intermedia e una 
successiva rigenerazione dell’ossalacetato. Questo pro- 
cesso avviene in due fasi di tre reazioni ciascuna: 


Fase A (trasporto degli elettroni nella matrice): 


1. II NADH viene riossidato dall’ossalacetato citoso- 
lico attraverso l’azione della malato deidrogenasi 
citosolica. 

2. Il trasportatore malato-a-chetoglutarato trasporta 
il malato formato nella reazione 1 nella matrice 
mitocondriale, scambiandolo con a-chetoglutarato. 

3. Nella matrice mitocondriale, viene rigenerato il 
NADH da NAD* mediante la riossidazione del 


Membrana 
mitocondriale 
Citosol interna a 
Diidrossiacetone ea 
fosfato È 
H,C—0H a 
Cc=0 
CH,0P03" 
H*+ NADH cia 
3-fosfoglicerolo 
deidrogenasi 1 
NAD* H,C—0H 
HO-C-H 
CH,— OPO?- 


3-fosfoglicerolo 


Figura 20.6 Lo shuttle del glicerofosfato. Gli elettroni del NADH cito- 
solico sono trasportati alla catena di trasporto degli elettroni dei mito- 
condri in tre tappe (lo ione idruro che deve essere trasferito è in ros- 
so): (1) ossidazione citosolica del NADH mediante il diidrossiacetone 
fosfato catalizzata dalla 3-fosfogliceroio deidrogenasi. (2) Ossidazio- 
ne del 3-fosfoglicerolo da parte della flavoproteina deidrogenasi con 
riduzione del FAD a FADH-. (3) Riossidazione del FADH, mediante 
la catena di trasporto degli elettroni. 


LL i Li 
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Figura 20.7 Lo shuttle malato-aspartato. Gli elettroni del NADH cito- 
solico sono trasferiti al NADH mitocondriale (lo ione idruro tasferito 


è in rosso) in tre tappe (da 1 a 3). Le tappe 4, 5 e 6 servono a rigenera- 
re l’ossalacetato citosolico. 


malato ad ossalacetato, catalizzata dalla malato dei- 
drogenasi mitocondriale (paragrafo 19.3H). 


| Fase B (rigenerazione dell’ossalacetato citosolico): 


4. Una transaminasi (paragrafo 24.1A) converte l’os- 
salacetato mitocondriale in aspartato con la con- 
comitante conversione del glutammato in a-che- 
toglutarato. 

5. L’aspartato viene trasportato dalla matrice mito- 
condriale nel citosol dal trasportatore aspartato- 
malato in scambio con glutammato citosolico. 

6. L’aspartato citosolico è convertito in ossalacetato 
da una transaminasi, contemporaneamente alla 
conversione dell’a- chetoglutarato in glutammato. 


In questo sistema, gli elettroni del NADH citosolico 
sono trasferiti al NAD* mitocondriale, che viene poi 


Membrana 
mitocondriale 
interna 


Matrice 


riossidato dalla catena di trasporto degli elettroni. Lo 
shuttle del malato-aspartato determina quindi una 
resa di tre molecole di ATP per ogni coppia di elettro- 
ni trasferita, una in più di quelle dello shuttle del 
glicerofosfato. 


2. TRASPORTO DEGLI ELETTRONI 


Nel processo di trasporto degli elettroni, l’ener- 
gia libera ricavata dal trasferimento degli elettroni 
dal NADH e dal FADH, all’ossigeno attraverso centri 
redox legati a proteine è accoppiato alla sintesi di ATP. 
Iniziamo lo studio di questo processo, prendendo in 
considerazione la sua termodinamica. Esamineremo 
la via seguita dagli elettroni attraverso i vari centri 
redox e discuteremo pure gli esperimenti che sono 
stati usati per identificare questi centri. Infine ana- 
lizzeremo i quattro complessi che formano la catena 
di trasporto degli elettroni. Nel prossimo paragrafo 
vedremo come l’energia libera rilasciata dal proces- 
so di trasporto degli elettroni è accoppiata alla sintesi 
di ATP. 
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A. Termodinamica 
del trasporto degli elettroni 


Possiamo stimare l'efficienza termodinamica del 
trasporto degli elettroni, conoscendo i potenziali di 
riduzione standard. Abbiamo visto nelle nostre con- 
siderazioni sulla termodinamica delle reazioni di 
ossido-riduzione (paragrafo 15.5) che l’affinità per gli 
elettroni di un substrato ossidato aumenta con il suo 
potenziale di riduzione standard, #°' (il voltaggio 
generato da una reazione di una semicella in condi- 
zioni biochimiche standard (i reagenti alla concen- 
trazione di 1M, con l’H* definito pari all’unità a pH 
7) e l'elettrodo standard di idrogeno; la Tabella 15.4 
elenca i potenziali di riduzione standard di diverse 
coppie redox di interesse biochimico). La differenza 
di potenziale di riduzione standard, A£°’, per una 
reazione redox che coinvolge due coppie redox vie- 
ne espressa quindi da: 


AL0'=# eraccettoreT 14 %e-donatore) 


L’ossidazione del NADH è una reazione 
altamente esoergonica 


Le semi-reazioni per l’ossidazione del NADH 
sono (Tabella 15.4): 


NAD+ +H* +2e7° === NADH $0'=-0,315 V 


e 


1/20, +2H* +2e7 == H:0 L0' =0,815 V 


Poiché la semi-reazione 0,/H;0 ha il potenziale di 
riduzione standard più elevato e quindi una maggio- 
re affinità per gli elettroni, nella reazione accoppia- 
ta, la semi-reazione del NADH viene rovesciata ed 
il NADH diventa il donatore di elettroni e 1’O, l’ac- 
cettore di elettroni. La reazione complessiva è 


1/20,+NADH +H* == H30+NAD* 
e quindi 
A#°'=0,815—-(-0,315)=1,130 V 


La variazione di energia libera per questa reazione 
può essere calcolata dall’equazione [15.7]: 


AG°'=-nFA£°' 


dove $# la costante di Faraday, corrisponde a 96 494 
C-mol7! di elettroni e n è il numero moli di elet- 
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troni trasferiti per mole di reattante. Quindi per l’os- 
sidazione dal NADH: 


gore Selen spit cgais pori 
mol reattante mol e- 
= —218 kJ- mol! 


in quanto 1V = 1J - C-*. In altre parole, l’ossidazione 
di una mole di NADH da parte dell’ossigeno (vengo- 
no trasferite due moli di elettroni), in condizioni bio- 
chimiche standard, è associata al rilascio di 218 kJ 
di energia libera. 


Il trasporto degli elettroni 
è termodinamicamente efficiente 


L’energia libera standard necessaria per sinte- 
tizzare una mole di ATP da ADP e P; corrisponde 
a 30,5 kJ- mol-!. L’energia libera standard di ossi- 
dazione del NADH dall’ossigeno, se viene accoppiata 
alla sintesi di ATP, è quindi largamente sufficiente 
a determinare la formazione di diverse molecole di 
ATP. Questo accoppiamento è dovuto, come vedre- 
mo, alla catena di trasporto degli elettroni, in cui gli 
elettroni, invece di incontrare direttamente l’ossige- 
no passano attraverso tre complessi proteici che con- 
tengono centri redox con un’affinità per gli elettroni 
progressivamente più elevata (potenziali di riduzio- 
ne standard che aumentano). Ciò consente di spezza- 
re la grande variazione di energia libera complessiva 
in tre parti più piccole, ognuna accoppiata alla sinte- 


si di ATP, in un processo detto fosforilazione ossi- 


dativa. L’ossidazione del NADH porta quindi alla sin- 
tesi di tre molecole di ATP per molecola di NADH. 
(L’ossidazione del FADH:», la cui entrata nella cate- 
na di trasporto degli elettroni viene regolata da un 
quarto complesso proteico, è accoppiata in modo ana- 
logo alla sintesi di due molecole di ATP.) L'efficienza 
termodinamica della fosforilazione ossidativa corri- 
sponde quindi a 3x30,5 kJ-mol7'x 100/218 
kJ-mol-1=42%, in condizioni biochimiche stan- 
dard. Nelle condizioni fisiologiche dei mitocondri at- 
tivi (dove le concentrazioni dei reattanti e dei pro- 
dotti, come pure il pH, sono diverse da quelle previ 
ste dalle condizioni standard) questa efficienza ter- 
modinamica può arrivare anche a circa il 70%. In 
confronto, l'efficienza di un motore di un’automobi- 
le non raggiunge il 30%. 


B. La sequenza del trasporto degli elettroni 


L’energia libera necessaria a generare V’ATP vie- 


"TIT 7 TT 
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Figura 20.8 La catena di trasporto degli elettroni 
dei mitocondri. Sono indicati i potenziali di ridu- 
zione standard dei principali componenti mobili 
(in verde), i punti in cui viene rilasciata sufficien- 
te energia libera per la sintesi di ATP (in blu) 
edi siti di azioni di alcuni inibitori della respira- -0,2 
zione (in rosso). 


NADH FE NAD* (-0,315 V) 
ADP + P; 


Complesso I 
AE° = 0,360 V 
(A G° =-69,5 ke mol!) 


Rotenone o 
Amytal 


(40,030 V) 25° Complesso I | RAS 
e Succinato bua FADH > —» CoQ (+0,045 V) 
Fumarato Complesso II ADRIE) 


go M 
0,2 


0,4 
0,6 


0,8 


ne estratta dall’ossidazione del NADH e del FADHy 
da parte della catena di trasporto degli elettroni, una 
serie di quattro complessi proteici attraverso cui gli 
elettroni passano da potenziali di riduzione standard 
più bassi a potenziali più alti (Fig. 20.8). Gli elettroni 
vengono trasferiti dai Complessi I e II al Comples- 
so II attraverso il coenzima Q (CoQ oppure ubichi- 
none; così chiamato per la sua ubiquità negli organi- 
smi che respirano) e dal Complesso III al Comples- 
so IV attraverso una proteina periferica di membra- 
na, il citocromo c (paragrafi 6.3B e 8.3A). 

Il Complesso I catalizza l’ossidazione del NADH da 
parte del CoQ 


NADH + CoQ, (ossidato) — NAD* + CoQ (ridotto) 
AL°'=0,36 V AG®'=-70 kJ- mol! 


Il Complesso III catalizza l’ossidazione del CoQ (ridot- 
to) da parte del citocromo c. 


CoQ (ridotto)+ citocromo c (ossidato) —> 
—=> CoQ (ossidato)+citocromo c (ridotto) 
AS?’ =0,19 V AG°'=-37 kJ: mol-! 


Il Complesso IV catalizza l'ossidazione del citocromo 
c (ridotto) da parte dell’ossigeno, l’accettore termina- 
le degli elettroni del processo di trasporto. 


AE” = 0,190 V 


----- Antimicina A 
(AG® =-36,7 kJ= mol) 


ATP 


Citocromo c ‘(+0,235 V) 


Complesso IV 
A&°' = 0.580 V. 
(AG =-112 kJ* moi”) 


2eT 


2H* + to, H70 (+0,815 V) 
Citocromo c (ridotto)+ 1/20, —> 

—=» citocromo c (ossidato) +H30 

AC9°'=0,58 V AG®'=-110 kJj- mol-! 

La variazione nel potenziale di riduzione standard di 
una coppia di elettroni che attraversa successivamen- 
te i Complessi I, II e IV corrisponde in ogni tappa 
alla liberazione di una quantità di enegia libera suffi- 
ciente a rifornire la sintesi di una molecola di ATP. 


Il Complesso Il catalizza l’ossidazione del FADH; da 
parte del CoQ. 


FADH:+CoQ (ossidato) —> FAD + CoQ (ridotto) 
AL9'=0,015 V AG°'=-2,9 kJ- mol-* 


Questa reazione redox non rilascia una quantità di 
energia libera sufficiente a sintetizzare ATP; essa serve 
soltanto per convogliare gli elettroni dal FADH; nel- 
la catena di trasporto degli elettroni. 


La catena di trasporto degli elettroni 
è stata chiarita mediante l’uso di inibitori 


Le nostre conoscenze sulla sequenza degli eventi 
che accadono nella catena di trasporto degli elettroni 


il o 
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si basa in gran parte sull’uso di inibitori specifici. 
Questa sequenza è stata confermata anche da misure 
dei potenziali di riduzione standard dei componenti 
redox dei vari complessi e determinando la stechio- 
metria del trasporto degli elettroni e della sintesi ac- 
coppiata di ATP. 

La velocità a cui viene consumato l’ossigeno da una 
sospensione di mitocondri è un indice di come sta 
funzionando la catena di trasporto degli elettroni. 
Questa velocità può essere valutata con un elettro- 
do ad ossigeno (Fig. 20.9). I composti che inibisco- 
no il trasporto degli elettroni, identificati dal loro ef- 
fetto sulla scomparsa dell’ossigeno in questo sistema, 
sono stati sonde sperimentali importantissime per sta- 
bilire la via seguita dagli elettroni attraverso la cate- 
na di trasporto e per determinare i punti di ingresso 
degli elettroni che derivavano da sostanze diverse. 
Tra questi composti i più utili furono il rotenone 
(una tossina delle piante che gli Indiani dell’Amaz- 
zonia usano per avvelenare i pesci e che può essere 
usata come insetticida), l’amytal (un barbiturico), 
l’antimicina A (un antibiotico) e il cianuro. 


OCHy 


CH30 


Rotenone 
.0. 
CHo—CHo— CH(CHg)g 
HN CH3 
da “CEN 
(0) N (0) 
H 
Amytal Cianuro 
(0) 
I =“ 
C_NH CH; 
H3C 
OH 5 O— fi Cer CH(CHg)g 
NH—- CHO (O) 


O (CHo)5 — CHg 


Antimicina A 


L’esperimento viene condotto mettendo una so- : 


luzione tamponata contenente un eccesso di ADP e 
P; nella vaschetta di reazione di un elettrodo a ossi- 


Vista di lato 


Vista dall’alto 
Catodo di platino i 


Anodo di argento 


Fessura 
di uscita Fessura per 
delle bolle le bolle —= 
Camera di {:ll_— Contenitore 
vetro per il- | di lucite 
campione È da A x 
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epossidica 
Membrana di Teflon 
permeabile all’O9 
Agitatore magnetico 


Figura 20.9 L’elettrodo ad ossigeno è costituito da un elettrodo di 
riferimento ad Ag/AgcCI e da un elettrodo di platino entrambi immersi 
in una soluzione di KCI, in contatto con la camera del campione 
mediante una membrana di Teflon permeabile all’ossigeno. L’O, vie 
ne ridotto ad H30 all’elettrodo di Pt, generando un voltaggio rispet- 
to all’elettrodo ad Ag/AgCI proporzionale alla concentrazione dell’os- 
sigeno nella camera del campione. (Fonte: CooPER, T.G., The tools 
of biochemistry, p. 69, Wiley, 1977.) 


geno e lasciandola equilibrare con l’03. Vengono poi 
iniettati nella camera i reagenti e viene misurato il 
consumo di ossigeno (Fig. 20.10). In queste condizio- 
ni sperimentali: 


1. 


Vengono iniettati nella camera mitocondri e f- 
idrossibutirrato. I mitocondri producono un’os- 
sidazione NAD* dipendente del 8-idrossibutirra- 
to (paragrafo 23.3). 


DE 
CHz-CH—CH2—C03 
B-idrossibutirrato 


+ 
NAD B-idrossibutirrato 
NADH + Hò deidrogenasi 
° Î 
CHg—C—CHy—C0g 
Acetoacetato 


Man mano che il NADH viene riossidato nella ca- 
tena di trasporto degli elettroni e questi arrivano 
all’accettore finale, la concentrazione di ossigeno 
nella miscela di reazione diminuisce. 
L’aggiunta di rotenone o di amytal blocca com- 
pletamente l’ossidazione del f8-idrossibutirrato. 
L’aggiunta di succinato, che viene ossidato via 


‘FAD, determina una ripresa del consumo di ossi- 


geno. Gli elettroni presenti sul FADH; possono 
quindi fluire e ridurre l’ossigeno anche in pre- 
senza di rotenone; cioè, gli elettroni staccati dal 


© 


Figura_20.10 Variazioni della concentrazione di ossigeno (valutate ‘ 
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, Mitocondri + aggiunta di B-idrossibutirrato, 
] comincia l'ossidazione NAD+ dipendente 


Aggiunta di rotenone o di Amytal, con 
inibizione dell’ossidazione NAD+ dipendente 


Aggiunta di succinato, inizia 
l'ossidazione FAD dipendente 

— Aggiunta di antimicina A, con inibi- 
\ zione dell'ossidazione FAD dipendente 


î Aggiunta di TMPD/ascorbato, 


x l'ossidazione riprende 


Aggiunta di CN7, 


Li l'ossidazione termina 
\ 6: 


Tempo 


con l'elettrodo ad ossigeno) in una sospensione di mitocondri conte- 
nente un eccesso di ADP e P;. Ai punti indicati dai numeri, sono 
stati iniettati nella camera del campione i reagenti riportati nella fi igu- 


ra. 


I numeri si riferiscono alla discussione nel testo. (Fonte: NicHotts, 


D.G., Bioenergetics, p. 110, Academic Press, 1982.) 


Tetrametil-p-fenilendiammina 


FADH», entrano nella catena di trasporto degli 
elettroni dopo la tappa bloccata dal rotenone. 
L’aggiunta di antimicina A inibisce il trasporto 
degli elettroni dal FADH.. 

Anche se NADH e FADH, sono i due donatori 
di elettroni fisiologici della catena di trasporto de- 
gli elettroni, possono essere utilizzati anche agen- 
ti riducenti non fisiologici per identificare tappe 
del flusso di elettroni. La tetrametil-p-fenilen- 
diammina (TMPD) è un trasportatore redox ri- 
ducibile dall’ascorbato che trasferisce direttamente 
gli elettroni al citocromo c. 


H3C CH == 
: 4 era HO CH Ò 
N N* + HO—C (o) 
/ \ [ 
Hs3C CHz H == 
HO OH 


Acido ascorbico 
(TMPD), forma ossidata 


H3C CH — 
a pera. HO CH, 6 
HN NH? + HO=-C (o) 
/ \ | 
H3C CHy ‘H 
o 0 


TMPD, forma ridotta Acido deidroascorbico 


Le aggiunte di TMPD e di ascorbato alla miscela 
di reazione inibita dall’antimicina A ripristina il 
consumo di ossigeno; evidentemente vi è un terzo 
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Componente E° (V) 
NADH — 0,315 
Complesso 1 (NADH-CoQ reduttasi; 850 kD, 26 subunità): 
(FMN) 2 
(Fe-S)-1a — 0,380 
(Fe-S)-1b —0,250 
(Fe-S)-2 —0,030 
(Fe-S)-3,4 — 0,245 
(Fe-S)-5,6 — 0,270 
Succinato 0,030 


Complesso Il (succinato-CoQ reduttasi; 127 kD, 5 subunità) 


FAD — 0,040 
(Fe-9)S-1 — 0,030 
(Fe-5)S-2- — 0,245 
(Fe-5)S-3 0,060 
Citocromo bsgo — 0,080 
Coenzima Q 0,045 


. Complesso Ill (CoQ-citocromo c reduttasi; 280 kD, 10 subunità) 


Citocromo bg 0,030 
Citocromo br -0,030 
(Fe-S) 0,280 
Citocromo ci 0,215 
Citocromo c 0,235 


Complesso IV (citocromo c ossidasi; 160-170 kD, 7-8 subunità) 


Citocromo a 0,210 
Cua 0,245 
Cug 0,340 
Citocromo a3 0,385 
(05 0,815 


Fonte: Wirson, D.F., ErEcINSKA, M. e DUTTON, P.L., Annu. Rev. Biophys. Bioeng., 
3, pp. 205 e 208, 1974, Witson, D.F., in Birrar, E.E., (curatore), Membrane 
structure and function, Vol. 1, p. 160, Wiley, 1980. \ 


punto in cui possono entrare gli elettroni e rag- 
giungere la catena di trasporto degli elettroni. 
6. L’aggiunta di CN inibisce completamente l’os- 
sidazione di tutti e tre i donatori di elettroni e 
quindi in questo caso la catena viene bloccata do- 
po il terzo punto di ingresso degli elettroni. 


Esperimenti come questo stabilirono l’ordine con cui 
gli elettroni attraversano i complessi della catena di 
trasporto degli elettroni e le posizioni bloccate dai 
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vari inibitori (Fig. 20.8). Questa sequenza fu confer- 
mata ed estesa da osservazioni che stabilirono che 
i potenziali di riduzione standard dei trasportatori 
redox presenti nei complessi della catena di traspor- 
to degli elettroni sono molto vicini ai potenziali di 
riduzione standard dei loro substrati donatori di elet- 
troni (Tabella 20.1). I tre salti del potenziale di ridu- 
zione tra il NADH , il CoQ, il citocromo c e l’ossigeno 
sono di ampiezza sufficiente per favorire la sintesi 
di ATP. Questi salti del potenziale redox corrispon- 
dono ai punti di inibizione del rotenone (oppure del- 
l’amytal), dell’antimicina A e del CN7. 


La fosforilazione e l’ossidazione 
sono strettamente accoppiate 


Gli studi termodinamici riportati in preceden- 
za suggeriscono che l’ossidazione del NADH, del 
FADH; e dell’ascorbato da parte dell’O, è associata 
rispettivamente alla sintesi di tre, due o una moleco- 
la di ATP. Questa stechiometria, chiamata rapporto 
P/O, è stata confermata sperimentalmente mediante 
misure di consumo di ossigeno da parte di mitocon- 
dri a riposo e attivi. In un tipico esperimento i mito- 
condri (isolati per centrifugazione differenziale do- 
po rottura della cellula; paragrafo 5.1B) sono risospe- 
si in una soluzione contenente un eccesso di P;, ma 
in assenza di ADP, e incubati nella camera di un elet- 
trodo ad ossigeno. L’ossidazione e la fosforilazione 
sono strettamente accoppiate nei mitocondri intatti 
e ben funzionanti e quindi il trasporto degli elettroni 
può essere operante solo se l’ADP viene contempora- 
neamente fosforilato ad ATP (paragrafo 20.3). Il me- 


Figura 20.11 Fotografia al microscopio elettronico di mitocondri di 
fegato di topo (a) in uno stato di attiva respirazione e (b) in uno stato 
di riposo. Le creste nei mitocondri attivi sono più condensate che 
nei mitocondri a riposo. (Per gentile concessione di Charles Hacken- 
brock, University of North Carolina Medical School.) 
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Figura 20.12 Stechiometria dell'accoppiamento dell’ossidazione e della 
fosforilazione (il rapporto P/O) con donatori di elettroni diversi. | mi- 
tocondri vengono incubati in un tampone fosfato nella camera del 
campione di un elettrodo ad ossigeno. (a) Vengono aggiunte 90 «mol 


di ADP ed un eccesso di f-idrossibutirrato. La respirazione continua . 


fino a che non è stato fosforilato tutto l’ADP. Il AO; nel tratto 2 è 
15 «mol, corrispondente a 30 «mol di NADH ossidato; il rapporto 
P/O è 90/30= 3. (b) Vengono aggiunte altre 90 umol di ADP, insieme 
a un eccesso di succinato e al rotenone per inibire il trasferimento 
degli elettroni dal NADH. Il AO; nel tratto 4 è 22,5 umol, corri- 
spondente a 45 umol di FADHy, ossidato; il rapporto P/O è 90/45=2. 
(c) Vengono ora aggiunte altre 90 pmol di ADP insieme a un eccesso 
di TMPD/ascorbato e actinomicina A per inibire il trasferimento degli 
elettroni dal FADH. Il AO; nel tratto 6 è 45 umol, corrispondenti 
a 90 umol di ascorbato ossidato; il rapporto P/O è 90/90=1. 
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tabolismo mitocondriale è così fortemente regolato 
che anche l’aspetto dei mitocondri a riposo o in atti- 
vità respiratoria è completamente diverso (Fig. 20.11). 
Poiché nella miscela di reazione non era presente 
VADP, i mitocondri sono a riposo e la velocità di con- 
sumo di ossigeno è minima (Fig. 20.12, tratto 1). Il 
sistema viene poi manipolato nel seguente modo: 


(a) Vengono aggiunti 90 «mol di ADP e un eccesso 
di B-idrossibutirrato (un substrato la cui ossida- 
zione è NAD* dipendente). I mitocondri entra- 
no immediatamente nello stato attivo, il consumo 
di ossigeno aumenta (Fig. 20.12, tratto 2) e questa 
velocità di consumo viene mantenuta fino a che 
tutto l’ADP non è stato fosforilato. I mitocondri 
ritornano allora nello stato di riposo (Fig. 20.12, 
tratto 3). La fosforilazione di 90 umol di ADP con- 
suma 15 umol di ossigeno. Poiché l’ossidazione del 
NADH dall’O:, richiede un numero di molecole 
di NADH doppio rispetto a quello dell’ossigeno, 
il rapporto P/O per la riossidazione del NADH nel 
tratto 2 corrisponde a 90 «mol di ADP/(2x 15 umol 
di 03)=3: per ogni mole di NADH riossidata, ven- 
gono fosforilate tre moli di ADP. - 

(b) L’esperimento continuò inibendo il trasporto de- 
gli elettroni dal NADH con rotenene e aggiun- 
gendo altre 90 umol di ADP (Fig. 20.12, tratto 
4), insieme ad un eccesso di un altro substrato, 
il succinato (alla cui ossidazione partecipa il FAD). 
Il consumo di ossigeno riprende e continua fino 
a che è presente ADP. Il sistema ritorna poi allo 
stato di riposo (Fig. 20.12, tratto 5). Il calcolo del 
rapporto P/O per l’ossidazione del FADH, rende 
un valore di 2; cioè, per mole di FADH; ossidata 
vengono fosforilate due moli di ADP. 
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Figura 20.13 Rappresentazione schematica della catena di trasporto 
degli elettroni dei mitocondri che mostra la via di trasferimento degli 
elettroni (in nero) e la traslocazione dei protoni (in rosso). Gli elettro- 
ni sono trasferiti dal Complesso | al Complesso lil attraverso il CoQ 


Compiesso II 


(c) Operando nello stesso modo, si è osservato che 
il rapporto P/O per l’ossidazione del sistema ascor- 
bato/TMPD è pari a 1 (Fig. 20.12, tratti 6 e 7). 

Queste conclusioni sono in accordo con i risultati ot- 

tenuti dagli studi di inibizione, che indicavano che 

vi erano tre punti di ingresso degli elettroni nella 

catena di trasporto degli elettroni, e con le determi- 

nazioni termodinamiche che avevano individuato la 
presenza di tre salti del potenziale di riduzione, cia- 
scuno però di ampiezza tale da consentire la sintesi 

di ATP (Fig. 20.8). Come viene in realtà accoppiata 

l’energia libera del trasporto degli elettroni alla sin- 

tesi di ATP, un campo ancora intensamente studiato, 
verrà discusso nel paragrafo 20.3. Esamineremo pri- 
ma la struttura dei quattro complessi respiratori in 
modo da comprendere meglio come essi svolgano la 
loro funzione di trasportatori di elettroni. Teniamo 
presente però che, come in molte altre aree della bio- 
chimica, questo è un campo in cui si sta ancora oggi 
lavorando molto intensamente e quindi molte delle 
informazioni di cui avremmo bisogno per compren- 
dere completamente queste relazioni non sono anco- 


x ra disponibili. 


C. Componenti 
della catena di trasporto degli elettroni 


Molte delle proteine immerse nella membrana 
mitocondriale interna sono organizzate nei quattro - 
complessi respiratori della catena di trasporto degli 
elettroni. Ogni complesso è costituito da diversi com- 
ponenti proteici a cui sono associati una varietà di 
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solubile nella membrana e dal Complesso Il al Complesso IV me- 
diante la proteina periferica di membrana citocromo c. Il Complesso 
ll (non riportato) trasferisce gli elettroni dal succinato al CoQ. 
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gruppi prostetici con proprietà redox e con poten- 
ziali di riduzione in scala (Tabella 20.1). I complessi 
si possono spostare lateralmente nella membrana mi- 
tocondriale interna; non sembra però che formino 
nessun tipo di struttura superiore stabile. Inoltre essi 
non sono presenti in quantità equimolari. Nei para- 
grafi seguenti esamineremo la struttura di questi com- 
plessi e gli agenti che trasferiscono gli elettroni tra 
loro. La Figura 20.13 è una rappresentazione sche- 
matica di questo processo. 


1. Il Complesso I (NADH-coenzima @ reduttasi) 


Il Complesso I passa gli elettroni dal NADH al 
CoQ. Questo complesso, che probabilmente è il com- 
ponente proteico più grande della membrana mito- 
condriale interna (850 kD), contiene una molecola di 
flavin mononucleotide (FMN; un gruppo prosteti- 
co redox che differisce dal FAD in quanto manca 
del gruppo AMP) e sei o sette centri ferro-zolfo che 
partecipano al trasporto degli elettroni (Tabella 20.1). 


I centri ferro-zolfo 
sono attivi nelle reazioni redox 


Si conoscono tre tipi di centri ferro-zolfo pre- 
senti come gruppi prostetici nelle proteine ferro- 
zolfo (proteine con un atomo di ferro non inserito 
in un gruppo eme): 


Cys 


Cys 


[2Fe-2S] 
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Cys 


[4Fe-4S] i 
I due tipi più comuni, chiamati centri [2Fe-2S] op- 
pure [4Fe-4S], sono costituiti da un ugual numero 
di ioni di ferro e di zolfo e sono coordinati a quattro 
gruppi sulfidrilici di residui di Cys della proteina. 
Un sistema per identificare questi centri sfrutta il 


Ferrodossina 


fatto che i loro ioni solfuro sono acido-labili e vengo- (a) CH30P0}" 

no rilasciati sotto forma di HS a pH vicino a 1. Il SOA 
centro [Fe-S], che è stato trovato soltanto nei batte- ] 

ri, è costituito da un singolo atomo di Fe legato a vo Di 
quattro residui di Cys. Notate che gli atomi di Fe H-CT— 0H 

in tutti i tre tipi di centri sono coordinati da quattro 

atomi di S disposti in modo più o meno tetraedrico pra 

intorno al Fe. (È stato trovato in una specie batterica H3C N N (o) 
un centro [3Fe-4S], che ricorda il centro [4Fe-4S], @ Y 
ma manca di un atomo di ferro.) Gli stati ossidati 6 TC JL 
e ridotti di tutti i centri ferro-zolfo differiscono per ci N H 
una carica formale indipendentemente dal numero dei (o) 


loro atomi di ferro. Gli atomi di Fe in ogni centro 
formano un sistema coniugato e quindi possono ave- 
re stati di ossidazione tra +2 e +3, valori possibili 
per qualsiasi atomo di Fe del sistema. 

Le proteine ferro-zolfo sono presenti anche nelle 
catene di trasporto degli elettroni dei sistemi fotosin- 
tetici delle piante e dei batteri (paragrafo 22.2): si pen- 
sa, infatti, che le catene di trasporto degli elettroni 
fotosintetiche siano i precursori evoluzionari della ca- 
tena ossidativa di trasporto degli elettroni (paragrafo 
1.4C). La struttura ai raggi X di una proteina ferro- 
zolfo, la ferrodossina, che contiene due centri 
[4Fe-4S], ha rivelato come questi centri sono legati 
alla catena polipeptidica (Fig. 20.14). 
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ni in cui vengono trasferiti due elettroni per volta, H 9 


sia l’FMN che il CoQ sono in grado di accettare € 
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< Figura 20.14 La struttura della ferrodossina da Peptococcus aeroge- 
nes, una proteina di 54 residui contenente due centri [4Fe-4S] (in 
rosso). (Tratta da un disegno fornito da Jane Richardson, Duke Uni- 
versity. La struttura ai raggi X è stata determinata da Elinor Adman, 
Larry Sieker e Lyle Jensen.) 


Figura 20.15 Gli stati di ossidazione del FMN (a) e del CoQ (b). 
Questi due coenzimi formano radicali liberi semichinonici stabili. 
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forma semichinonica è stabile. Al contrario, i cito- 
cromi del Complesso III (vedi più avanti), che ricevo- 
no gli elettroni dal CoQ ridotto, possono trasportare 
un solo elettrone per volta. Il FMN ed il CoQ rappre- 
sentano quindi conduttori di elettroni che fanno da 
ponte tra il donatore a due elettroni, il NADH, ed ac- 
cettori ad un elettrone, i citocromi. 

La coda idrofobica del CoQ lo rende solubile nel 
doppio strato lipidico della membrana mitocondriale 
interna. Nei mammiferi questa coda è costituita da 
10 unità isopreniche Cs ed il coenzima viene indica- 
to come Quo. In altri organismi, il CoQ può avere 
soltanto sei (Qg) 0 otto (Qs) unità isopreniche. 


2. Il Complesso II 
(succinato-coenzima @ reduttasi) 


[864]Il complesso II, che contiene l’enzima dimerico 
del ciclo dell’acido citrico succinato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 19.3F) e altre tre piccole subunità idrofobi- 
che, trasferisce gli elettroni dal succinato al CoQ. Al 
passaggio degli elettroni partecipano il FAD legato 
all’enzima, un centro [4Fe-4S], due centri [2Fe-2S] e 
un citocromo bsgo (Tabella 20.1). Discuteremo la 
struttura dei citocromi in seguito quando tratteremo 
il Complesso III. (Uno dei centri ferro-zolfo del Com- 
plesso Il ha un potenziale di riduzione standard trop- 
po negativo (--0,245 V) per accettare elettroni dal 
succinato; la sua funzione è ancora sconosciuta.) 
Il potenziale redox standard per il trasferimento di 
elettroni dal succinato al CoQ (Fig. 20.8) è troppo bas- 
so per consentire la sintesi di ATP. Questo complesso 
è ugualmente importante in quanto consente a questi 
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elettroni con un potenziale relativamente elevato di 
entrare nella catena di trasporto degli elettroni. 


3. HI Complesso II 
(coenzima Q-citocromo c reduttasi) 


Il Complesso IN trasferisce gli elettroni dal CoQ 
ridotto al citocromo c. Il complesso contiene due ci- 
tocromi b, un citocromo c; e un centro [2Fe-2S] 


* (Tabella 20.1). 


Citocromi: 
proteine eme che trasportano elettroni 


I citocromi, la cui funzione fu stabilita da Da- 
vid Keilin nel 1925, sono proteine che partecipano 
a reazioni redox e sono presenti in tutti gli organi- 
smi, tranne pochi tipi di anaerobi obbligati. Queste 
proteine contengono gruppi eme, i cui atomi di fer- 
ro saltano continuamente, durante il trasporto degli 
elettroni, tra gli stati di ossidazione +2 e +3. 

Il gruppo eme dei citocromi ridotti [Fe(Il)] assorbe 
la luce visibile principalmente a livello di tre lun- 


Figura 20.16 Spettri di assorbimento della luce visibile dei citocromi. 
(a) Spettro di assorbimento del citocromo c ridotto che mostra le ca- 
ratteristiche bande di assorbimento a, 8 e y (Soret). Sono inoltre elen- 
cati i massimi di assorbimento per i citocromi a, b, c e ci. (b) Le 
tre bande a separate nello spettro di assorbimento delle membrane 
mitocondriali del cuore di bue (in basso) indicano la presenza dei 
citocromi a, b e c. Per un confronto è stato riportato anche lo spettro 
di assorbimento del citocromo c. (Fonte: NicHots, D.G., Bioenerge- 
tics, p. 104, Academic Press, 1982.) 
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Figura 20.17 Le strutture chimiche (a) e le sostituzioni assiali (b) del 
gruppo eme contenuto nei citocromi a, b e c. 


-ghezze d’onda: le bande (Soret) a, f e y (Fig. 20.160). 
La lunghezza d’onda della banda « varia in modo 
caratteristico con la specie di quel particolare cito- 
cromo ed è utile quindi per differenziarli. Gli spettri 
di assorbimento della luce delle membrane mitocon- 
driali (Fig. 20.16b) indicano che esse possono conte- 
nere tre specie di citocromi, i citocromi a, b e c. 

All’interno di ogni gruppo di citocromi, l’ambien- 
te che circonda il gruppo eme può determinare lun- 
ghezze d’onda della banda a leggermente diverse 
tra loro. Per esempio, il Complesso III ha due tipi 
di citocromo b: quello che ha un massimo di assorbi- 
mento a 562 nm viene detto b, oppure bgg2, men- 
tre quello che ha un massimo di assorbimento a 566 
nm viene detto br oppure bses. (Il secondo tipo di 
nomenclatura è stato adottato di recente ed identifi- 
ca il citocromo usando la lunghezza d'onda della ban- 
da a a cui si ha il massimo di assorbimento della 
luce. In precedenza i citocromi venivano indicati aspe- 
cificamente sia con lettere che con numeri.) Nel Com- 
plesso II era stato identificato in precedenza un cito- 
cromo detto bzgo- 

Ogni gruppo di citocromi contiene un anello porfi- 
rinico sostituito in modo diverso (Fig. 20.172) coordi- 
nato con l’atomo di ferro attivo nelle ossido-riduzioni. 
I citocromi tipo-b contengono la protoporfirina IX, 
identica a quella presente nell’emoglobina (paragra- 
fo 9.1A). Il gruppo eme dei citocromi tipo-c differi- 
scono dalla protoporforina IX per il fatto che i grup- 
pi vinilici hanno formato, mediante il loro doppio 
legame, legami tioetere con il gruppo sulfidrilico di 
residui di Cys della proteina. L’eme a contiene una 
lunga catena idrofobica di unità isopreniche attacca» 
te alla porfirina e un gruppo formilico al posto di 
un sostituente metilico. Anche i ligandi assiali del 
ferro-eme variano con il tipo di citocromo. Nei cito- 
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Figura 20.18 La possibile struttura secondaria del citocromo b mito- 
condriale basata sulla sequenza amminoacidica di diverse specie. Il 
polipeptide ha nove zone con amminoacidi non polari che possono 
formare eliche transmembrana (indicate dai cilindri). | residui inva- 
rianti di His nelle posizioni 96 e 183, come quelle 82 e 198, formano 
i ligandi assiali per i due gruppi eme della proteina, generando anche 
ponti tra l'elica Il e l'elica V. (Fonte: BARBER, j. Trends Biochem. Sci., 
9, p. 210, 1984.) 


cromi a e b, entrambi i ligandi sono residui di His, 
mentre nel citocromo c, uno è un residuo di His e 
l’altro è un residuo di Met (Fig. 20.17D). 

Il Complesso III è disposto asimmetricamente nella 
membrana mitocondriale interna, come si è osserva- 
to con diversi studi di marcatura chimica. Sia il cito- 
cromo ci che la proteina con ferro non eminico 
(spesso chiamata proteina ferro-zolfo di Rieske, 
scoperta appunto da John Rieske) sono localizzati sulla 
superficie esterna della membrana mitocondriale, 
mentre il citocromo b è una proteina transmembra- 
na. Il citocromo b è una proteina particolarmente in- 
teressante in quanto contiene entrambi i gruppi eme 
tipo b, il bse2 ed il bsge, associati ad una singola cate- 
na polipeptidica. 

Poiché sono già state determinate le strutture di 
proteine integrali di membrana, alcuni studiosi han- 
no tentato di predire la struttura grossolana di que- 


ste proteine dalla loro sequenza amminoacidica. La 
sequenza del citocromo b, che è codificato dal DNA 
mitocondriale, è stata dedotta dalla sequenza di basi 
del suo DNA (paragrafo 30.1E). Le catene polipepti- 


diche di diverse specie sono costituite da 380-385 re-- 


sidui e presentano numerose omologie. Esse conten- 
gono nove sequenze di circa 20 residui amminoaci- 
dici quasi esclusivamente idrofobici che possono for- 
mare eliche stabili che attraversano il doppio strato 
lipidico della membrana. Quindi è presumibile che 
la catena polipeptidica del citocromo b attraversi la 
membrana 9 volte (Fig. 20.18). Si pensa che i due 
gruppi eme siano coordinati a 4 residui di His inva- 
rianti, localizzati nelle eliche II e V, nelle posizioni 
82 e 198 (elica II), e 96 e 183 (elica V). Tra gli aspetti 
principali rivelati da questa struttura, vi è anche un’i- 
potesi sul meccanismo con cui il Complesso III pre- 
serva l’energia libera del trasferimento degli elettro- 
ni dal CoQ al citocromo c per la sintesi di ATP. 


4. Il citocromo c 


Il citocromo c è una proteina periferica di mem- 
brana la cui struttura cristallina è ormai nota (Fig. 
8.13c), legata alla superficie esterna della membrana 
mitocondriale interna. Il citocromo c si lega alternati- 


868 


Trasporto degli elettroni e fosforilazione ossidativa 625 


© 88-08-10538-5 


vamente al componente citocromo ci del Complesso 


II e alla citocromo c ossidasi (Complesso IV) e quindi : 


funziona da navetta (shuttle) per gli elettroni tra que- 
ste strutture. I gruppi eme allo stato ridotto sono en- 
tità altamente reattive; essi possono trasferire i loro 
elettroni a distanze di 10-20 À a velocità fisiologica- 
mente significative. In un certo senso, i citocromi han- 
no la funzione opposta a quella degli enzimi: invece 
di persuadere molecole poco reattive a reagire, devo- 
no impedire ai loro gruppi eme di trasferire gli elet- 
troni in modo non specifico ad altri componenti cel- 
lulari. È probabilmente per questo motivo che i grup- 
pi eme sono completamente circondati dalla protei- 
na. I citocromi devono quindi, per avere un corretto 
trasferimento degli elettroni, identificare il giusto ac- 
cettore. 


Struttura del sito di legame 
e trasporto degli elettroni 


Il sito di legame del citocromo c coinvolge di- 
versi residui invarianti di Lys disposti ad anello in- 
torno al bordo del gruppo eme che è però immerso 
nella molecola (Fig. 20.19). Questo sito di legame è 


Figura 20.19 Diagramma a nastro del citocromo c, che mostra le 
posizioni dei residui di Lys coinvolti nella formazione dei complessi 
con la citocromo c ossidasi o con la citocromo reduttasi, identificate 
da studi con modificazioni chimiche. Le sfere blu rappresentano le 
posizioni di residui di Lys fortemente protetti dall’acetilazione con 
anidride acetica dall’associazione con la citocromo c ossidasi o redut- 
tasi. Le sfere azzurre rappresentano invece residui di Lys meno protet- 
ti dall'interazione tre le due proteine. Notate che questi residui di 
Lys formano un anello. interno al bordo della sacca del gruppo eme 
(la barra rossa). (Fonte: MAtHEWS, F.S., Prog. Biophys. Mol. Biol., 45, 
P. 45, 1986.) 


stato identificato mediante marcatura differenzia- 
le: il trattamento del citocromo c con anidride aceti- 
ca (che acetila i residui di Lys) in presenza ed in as- 
senza di citocromo c, ha dimostrato che il citocro- 
mo c;, protegge completamente questi residui di Lys. 
La reattività degli altri residui di Lys del citocromo 
c distanti dal bordo della sacca dell’eme non viene 
alterata dalla formazione del complesso. Identici ri- 
sultati sono stati ottenuti sostituendo il citocromo c; 
con la citocromo c ossidasi. Entrambe le proteine han- 
no quindi siti con cariche negative disposte in modo 
complementare all’anello di cariche positive dei resi- 
dui di Lys sul citocromo c (vedi più avanti). 

Il meccanismo di trasferimento degli elettroni tra 
le proteine e la funzione della proteina in questo pro- 
cesso sono ancora oggi oggetto di studio. Thomas Pou- 
los e Joseph Kraut hanno proposto un modello di tra- 
sferimento degli elettroni piuttosto complicato, basa- 
to sulle strutture cristalline note del citocromo c e 
della citocromo c perossidasi di lievito (CCP). La 
CCP, una proteina che contiene un gruppo eme, ca- 
talizza la riduzione di idroperossidi organici (ROOH) 
in un ciclo di reazione a tre tappe che porta all’ossi- 
dazione di due molecole di citocromo c: 


CCP +ROO0H+2H* —> CCP(1)+ROH+H,0 
CCP) + cit c (Fe?+) — CCP()+cit c (Fe8+) 
CCP(II) + cit c (Fe?+) —> CCP+cit c (Fe3+) 


In queste reazioni, CCP(I) rappresenta uno stato ossi- 
dato generato mediante la rimozione di due elettro- 
ni e CCP(II) rappresenta invece uno stato di ossida- 
zione con in gioco un solo elettrone. 

I modelli atomici della CCP e del citocromo c di 
lievito (che sono molto simili a quello del citocromo 
c di tonno; paragrafo 8.3A) si adattano molto bene 
tra loro. Una proprietà a conferma della formazione 
di questo ipotetico complesso è data dalla presenza 
di un anello di cariche negative formate da residui 
di Asp, che come abbiamo postulato prima, si asso- 
ciano in modo complementare con l’anello di residui 
di Lys carichi negativamente che circonda il bordo 
esposto della tasca dell’eme. Di particolare interesse 
meccanicistico è il fatto che i gruppi eme, che si av- 
vicinano fino ad una distanza di circa 18 À (la più 
piccola possibile senza avere profonde variazioni con- 
formazionali nelle proteine) si dispongono parallela- 
mente l’uno rispetto all’altro, come pure gli anelli 
dell’His 181 della CCP e della Phe 82 del citocromo 
c (Fig. 20.20). L’His 181 della CCP è anche coinvolta 
in un reticolo di legami idrogeno tra il gruppo pro- 
pionico dell’eme, l’Arg 48 e l’Asp 37, uno dei residui 
che si pensa formimo l’interfaccia CCP-citocromo c. 
Poulos e Kraut hanno proposto che questi quattro 
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anelli paralleli e i legami idrogeno formino un cir- Figura 20.21 La citocromo c ossidasi. (a) La struttura e l'orientamento 


1 4 ARIOOTE é della citocromo c ossidasi in relazione alla membrana mitocondriale 
cuito attraverso cui vengono trasferiti gli elettroni interna. Viene mostrata soltanto una delle due unità che compongo- 


tra le due proteine. La conversione mutazionale del- no la proteina nativa. La forma ad Y del monomero fu stabilita da 
l’His 181 a Gly nella citocromo c perossidasi riduce indagini al microscopio elettronico combinate con tecniche di rico- 

. AR i ; i struzione dell'immagine. Le relazioni spaziali tra le subunità furono 
solo di poco la velocità con cui questo enzima ossida invece dedotte dal legame di specifici anticorpi, insieme a studi di 


il citocromo c e non altera sostanzialmente la strut- formazione di legami trasversali con reattivi bifunzionali. Il comples- 


ica. è jone. duindi. del- so contiene due copie della subunità VII localizzate in posti diversi. 
tura della proteina. La partecipaz > quindi, Sono indicate nella figura le masse molecolari delle varie subunità. 


l’His 181 ad un sistema di anelli paralleli (Fig. 20.20) (b) Gli elettroni fluiscono dal citocromo c attraverso i quattro centri 
non sembra essere essenziale per il processo di tra- redox della citocromo c ossidasi fino all’ossigeno. Sono indicati an- 

i A l a 3 che i vari ligandi dell'atomo di ferro eminico e degli atomi di rame. 
sferimento degli elettroni mediato dalla citocromo c L'ossigeno si lega al complesso binucleare citocromo 23 - Cug dove, 
perossidasi. Brian Hoffman ha però dimostrato che in un processo ancora da chiarire, viene ridotto ad H70 mediante 
cambiando la Phe 82 del citocromo c con un residuo il trasferimento di quattro elettroni che arrivano uno dopo l’altro dal 


TASSI £ È citocromo a e dal Cua; è necessaria ovviamente anche l’acquisizio- 
alifatico come la Gly, la Ser o la Leu, mediante tecni- ne di quattro protoni. L'intera reazione è molto rapida; va a compi- 


che di ingegneria genetica, riduce la velocità di tra- —mento in circa 1 ms a temperatura ambiente. 
sferimento degli elettroni di un fattore pari a 104. 
Si presume che interazioni simili guidino il trasferi- 
mento degli elettroni tra il citocromo c e i Complessi 


II e IV. Il Complesso IV dei mammiferi è una proteina trans- 
membrana con una massa di circa 200 kD e compo- 


sta da 6 a 13 subunità (Fig. 20.21a); le più grandi " 


5. Il Complesso IV (Citocromo ce ossidasi) di queste subunità, chiamate I, II e III, sono codifica- 

te da DNA mitocondriale. Collettivamente, hanno 18 
La citocromo c ossidasi catalizza l’ossidazione, segmenti idrofobici che probabilmente formano eli- 
a cui prende parte un solo elettrone per volta, di quat- che che attraversano il doppio strato lipidico della 


tro molecole in sequenza di citocromo c ridotto, con membrana, analogamente a quanto accade per il ci- 
la concomitante riduzione a quattro elettroni, di una —tocromo b (Fig. 20.18). 


molecola di 02. La struttura della citocromo c ossidasi mitocondriale, 
immersa in un doppio strato lipidico nella forma di 
4 citocromo c°* +4H* +0, > cristalli bidimensionali, è stata determinata con tec- 


—> 4 citocromo c8* +2H,0 niche di microscopia elettronica ad una risoluzione 
inferiore a 10 À. La proteina transmembrana dime- 
rica ha una forma piuttosto convoluta che si estende 
sopra la membrana sulla faccia citosolica. La regione 
della proteina vicina al suo centro contiene una cavi- 
tà che forma probabilmente il sito di legame del ci- 
tocromo c. La proteina si divide in due parti ben se- 
parate poste alla stessa distanza dal doppio strato li- 
pidico. Le subunità I e II di questo complesso conten- 
gono tutti i centri redox attivi: due gruppi eme tipo 
a (a ed az; Fig. 20.17) e due atomi di Cu che alter- 
nativamente passano dallo stato di ossidazione +1 a 
+2 (Tabella 20.1). Il gruppo a e l’atomo Cu, definito 
come Cua (in qualche caso Cu) hanno un potenzia- 
le basso (circa 0,24 V), mentre l’eme a3 e l'atomo Cug 
(detto anche Cug3) hanno un potenziale più alto (cir- 
ca 0,34 V; Tabella 20.1). Studi spettroscopici hanno 
Eme della CCP evidenziato che il Cua è legato alla subunità II me- 
diante due residui di Cys e uno di His e la quarta 
dia SRI sa . coordinazione (impegnata anch’essa con un atomo di 
Figura 2020 Il iui proposto perl isiriment delli cletroni azoto) fa parte del sito di legame del citocromo c 
insieme ai residui Phe 82 del citocromo c e His 181 della CCP forma- L’eme a3 e l'atomo Cug sono collegati molto proba- 
no un sistema coniugato di anelli paralleli {in colore) collegati da bilmente da un atomo di S formando un complesso 
legami idrogeno (linee tratteggiate) che si pensa possano guidare il binuelesre «he. c6ra de ilsito di l dell’O 
trasferimento di un elettrone tra i due atomi di ferro dei gruppi eme. ‘prende li sito di legame dell'U2 
(Fonte: Poutos, T.L. e KRauT, )., /. Biol. Chem., 255, p. 10327, 1980) (Fig. 20.21). 


Eme del citocromo c 


His 181 
della CCP 
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Il sito di interazione della citocromo c ossidasi con 
il citrocomo c contiene probabilmente molti residui 
di Asp e di Glu che riconoscono l’anello basico di 
residui di Lys del bordo della fessura dell’eme del 
citocromo c (come abbiamo visto prima). La marca- 
tura differenziale dei gruppi carbossilici della cito- 
cromo c ossidasi in presenza e in assenza di citocro- 
mo c ha dimostrato che il citocromo c protegge i re- 
sidui invarianti Asp 112, Glu 114 e Glu 198 della su- 
bunità Il della citocromo c ossidasi. Il Glu 198 è loca- 
lizzato tra due residui di Cys che legano l’atomo 
Cua. Queste osservazioni confermano le prove spet- 
troscopiche che ponevano il sito di legame del cito- 
cromo c sulla subunità II, in vicinanza dell’atomo 
Cua. 

La riduzione dell’ossigeno a due molecole di acqua 
da parte della citocromo c ossidasi (Complesso IV) co- 
mincia con il legame dell’O; in una posizione in cui 
sono presenti il Fe(I1),3 ed il Cu®)g [Fe(I])}-O—O—Cul1); 
Fig. 20.21b]; mediante una ridistribuzione elettroni- 
ca interna si forma l’addotto peracido stabile 
Fe(Ill)_07—07—Cu(Il). La riduzione con un elettro- 
ne che arriva dalla citocromo ossidasi, insieme all’ac- 
quisizione di un protone converte questo addotto in 
CH.-CH,= una miscela di due intermedi: Fe(l)—-0H—O7—Cu(Il) 

©) o — Di e Fe(Iv)=0°-+7HO-—Cu(Il) (lo stato di ossidazio- 
TRAI ei — — t 

CHa ha 


Citocromo c 


Citosol 


IV, 17 kD 


Citocromo e 


e ne del Fe(IV) viene detto ferrile). L’arrivo di un 


His altro elettrone e di un altro protone forma 
Fe(IIM)OH7 + —HO—Cu(I1) che dopo avere legato altri 

e” sito che accetta gli Complesso IVdue protoni produce 2H,0 insieme a Fe(IIl)+Cu(ID. 

elettroni (spazio intermembrana) | Infine, altri due elettroni formano sequenzialmente 


Fe(IIl) + Cu(1) e Fe(Il) + Cu(1), riportando il complesso 
bimetallico al suo stato di ossidazione iniziale. 


Citocromo a 


3. FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA 


La sintesi endoergonica di ATP da ADP e P, 
nei mitocondri, che, come vedremo, viene catalizzata 
dal’ATP sintasi (Complesso V), viene favorita dal 
processo di trasporto degli elettroni. Poiché il Com- 
plesso V è fisicamente distinto dalle proteine che me- 
diano il trasporto degli elettroni (Complessi IV), l’e- 
nergia libera rilasciata dal trasporto degli elettroni 
deve essere conservata in una forma che l’ATP sinta- 
si può utilizzare. Questa conservazione dell’energia 
viene detta accoppiamento energetico oppure tra- 
sduzione energetica. 

La caratterizzazione fisica dell’accoppiamento ener- 
getico si è dimostrata molto più complicata di quan- 
to si potesse pensare. Molte idee anche ingegnose si 
sono poi rivelate inadeguate a spiegare i risultati spe- 
rimentali. In questo paragrafo esamineremo prima 


His o=0 
So sito di legame 
dell'ossigeno (matrice) 


(b) 


i BI 


628 Capitolo 20 
© 88-08-10538-5 


le ipotesi che sono state formulate per spiegare l’ac- 
coppiamento energetico del trasporto degli elettroni 
alla sintesi di ATP. Vedremo di esplorare i meccani- 
. smi di accoppiamento che sembrano avere più sup- 
porti sperimentali e analizzeremo il meccanismo con 
cui l’ATP sintasi produce lATP; alla fine discutere- 
mo come sono accoppiati i due processi. 


A. Ipotesi dell’accoppiamento energetico 


Nei circa cinquant’anni di studi sul trasporto 
degli elettroni e sulla fosforilazione ossidativa sono 
stati proposti numerosi meccanismi per spiegare co- 
me si accoppiano questi processi. Nei paragrafi se- 
guenti esamineremo i meccanismi che hanno rice- 
vuto in questi anni una maggiore attenzione: 


1. Ipotesi dell’accoppiamento chimico 


Nel 1953, Edward Slater formulò l’îipotesi del- 
l’accoppiamento chimico, in cui propose che il tra- 
sporto degli elettroni potesse produrre intermedi reat- 
tivi la cui demolizione guidava la fosforilazione ossi- 
dativa. 

Abbiamo visto che un meccanismo di questo tipo 
è responsabile della produzione di ATP nella glicoli- 
si (paragrafi 16.2F e 16.2G). L’ossidazione esoergoni- 
ca della gliceraldeide-3-fosfato da parte del NAD+ 
genera 1°1,3-bisfosfoglicerato, un acil fosfato reattivo 
(«ad alta energia»), il cui gruppo fosforico viene poi 
trasferito all’ADP per formare ATP nella reazione 
della fosfoglicerato chinasi. 

Non sembra possibile che un meccanismo di que- 
sto genere possa operare nella fosforilazione ossida- 
tiva, in quanto non è stato possibile trovare un inter- 
medio reattivo appropriato, anche se per anni nu- 
merosi laboratori hanno cercato di identificarlo, sen- 
za ovviamente alcun successo. 


Bassa [H*] 


2. Ipotesi dell’accoppiamento conformazionale 


L’ipotesi dell’accoppiamento conformazio- 
nale, che Paul Boyer formulò nel 1964, propone che 
il trasporto degli elettroni induca le proteine presen- 
ti sulla membrana mitocondriale interna ad assume- 
re stati conformazionali «attivati» o «energizzati». Que- 
ste proteine sono associate in qualche modo alla ATP 
sintasi e il loro rilassamento nello stato conformazio- 
nale deattivato favorisce la sintesi di ATP. Come per 
l’ipotesi dell’accoppiamento chimico, anche quella del- 
l’accoppiamento conformazionale non ha molte pro- 
ve sperimentali a favore. Una forma diversa di ac- 
coppiamento conformazionale è probabilmente coin- 
volta nella sintesi di ATP (paragrafo 20.3C). 


3. Ipotesi chemiosmotica 


L’ipotesi chemiosmotica, proposta da Peter 
Mitchell, ha suscitato notevoli controversie, come pure 
nuove ricerche, ma ora appare il modello che meglio 
si adatta alle prove sperimentali. Esso postula che /’e- 
nergia libera del trasporto degli elettroni venga con- 
servata pompando ioni H* dalla matrice mitocon- 
driale nello spazio intermembrana, in modo da crea- 
re un gradiente elettrochimico di ioni H* attraverso 
la membrana mitocondriale interna. Il potenziale elet- 
trochimico di questo gradiente è sufficiente a sintetiz- 
zare ATP (Fig. 20.22). 

Con l’ipotesi chemiosmotica è possibile spiegare di- 
verse osservazioni sperimentali: 


Figura 20.22 L'accoppiamento del trasporto degli elettroni (freccia 
verde) con la sintesi di ATP mediante la generazione di un gradiente 
elettrochimico protonico attraverso la membrana mitocondriale inter- 
na. Gli ioni H* sono pompati fuori dai mitocondri durante il tra- 
sporto degli elettroni (frecce blu) e il loro rientro esoergonico nella 
matrice mitocondriale favorisce la sintesi di ATP (freccia rossa). 


Alta [H*] 
H* 
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(a) La fosforilazione ossidativa richiede che la mem- 
brana mitocondriale interna sia intatta. 

(b) La membrana mitocondriale interna è impermea- 
bile agli ioni come l’H*, l’OH-, il K+ e il Cl, 
la cui diffusione libera potrebbe scaricare un gra- 
diente elettrochimico. 

(c) Il trasporto degli elettroni genera un flusso di 
ioni H* verso l’esterno dei mitocondri, creando 
quindi un gradiente elettrochimico misurabile at- 
traverso la membrana mitocondriale interna. 

(d) I composti che aumentano la permeabilità della 
membrana mitocondriale interna ai protoni, e 
quindi dissipano il gradiente elettrochimico, non 
alterano il trasporto degli elettroni (dal NADH 
all’ossidazione del succinato), ma inibiscono la sin- 
tesi dell'ATP; cioè queste sostanze disaccoppiano 
il trasporto degli elettroni dalla fosforilazione os- 
sidativa. Al contrario, aumentando l’acidità all’e- 
sterno della membrana mitocondriale interna si 
ha una stimolazione della sintesi di ATP. 


Nella parte restante di questo paragrafo esaminere- 
mo i meccanismi mediante i quali il trasporto degli 
elettroni genera la traslocazione dei protoni e come 
un gradiente elettrochimico può interagire con ATP 
sintasi e determinare la formazione di ATP. 


B. Generazione del gradiente protonico 


Come vedremo, il trasporto degli elettroni indu- 
ce i Complessi I, HI e IV a trasportare protoni attra- 
verso la membrana mitocondriale interna dalla ma- 
trice, una regione con una concentrazione di ioni H+ 
bassa e un potenziale elettrico negativo, allo spazio 
intermembrana (che è invece in contatto con il cito- 
sol), una regione con una concentrazione di ioni H* 
elevata e che presenta un potenziale elettrico positivo 
(Fig. 20.13). L’energia libera sequestrata dal risultan- 
te gradiente elettrochimico (che in analogia con il ter- 
mine forza elettromotrice, fem, viene detto forza 
motrice protonica (fmp) viene poi riversata nella 
sintesi di ATP. 


La traslocazione dei protoni 
è un processo endoergonico 


[876] La variazione di energia libera che si ha nel 
trasportare un protone fuori dal mitocondrio contro 
un gradiente elettrochimico, è espressa dall’equazio- 
ne [18.3], che nei termini di pH, è 


AG=2,3 RT [pH (dentro)— pH (fuori)l+Z7AYy [20.1] 
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dove Z è la carica sul protone (incluso il segno), F 
è la costante di Faraday e Ay è il potenziale di mem- 
brana. Per convenzione, il segno di Ay è positivo 
quando uno ione viene trasportato da un potenziale 
negativo ad uno positivo. Poiché il pH (fuori) è mino- 
re del pH (dentro), l’esportazione di un protone dalla 
matrice mitocondriale (contro un gradiente di proto- 
ni) è un processo endoergonico. Inoltre, il trasporto 
di protoni fuori dalla matrice rende la superficie in- 
terna della membrana mitocondriale interna più ne- 
gativa della superficie esterna. Il trasporto verso l’e- 
sterno di uno ione positivo è di conseguenza associa- 
to con un Ay positivo e con un aumento dell’energia 
libera (processo endoergonico), mentre il trasporto 
all’esterno di uno ione negativo porta a risultati esat- 
tamente opposti. 

Quando si vuole specificare un potenziale di mem- 
brana, è sempre necessario descrivere la polarità della 
membrana. 

Il potenziale di membrana misurato attraverso la 
membrana interna di un mitocondrio di fegato, per 
esempio, è pari a 0,168 V (che corrisponde ad un 
campo elettrico di circa 210 000 V - cm”! attraverso 
uno spessore di circa 80 À). Il pH della sua matrice 
è 0,75 unità più alto di quello dello spazio intermem- 
brana. Il AG per il trasporto dei protoni fuori dalla 
matrice mitocondriale corrisponde a 21,5 kJ- mol7!. 


Per la sintesi di una molecola di ATP 
è necessario il passaggio di due o tre protoni 


L’energia libera per la sintesi di una molecola 
di ATP, calcolata in condizioni fisiologiche (tra i 40 
ed i 50 kJ- mol!) è troppo grande perché sia forni- 
ta dal passaggio di un singolo protone di nuovo nella 
matrice: sono necessari almeno due protoni. È diffi- 
cile valutare questo numero con precisione, in parte 
perché i protoni trasportati tendono a riattraversare 
la membrana mitocondriale. Il valore medio calcola- 
to è circa due o tre protoni che devono ritornare in- 
dietro per ogni molecola di ATP prodotta. 


Sono stati proposti due meccanismi 


di trasporto degli elettroni 


Tre dei quattro complessi che trasportano gli 
elettroni, i Complessi I, III e IV, sono anche coinvolti 
nella traslocazione dei protoni. Sono stati postulati 
due meccanismi per accoppiare l’energia libera del 
trasporto degli elettroni al trasporto attivo dei proto- 
ni: il meccanismo dei cicli redox e il meccanismo 
delle pompe protoniche. 
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(a) Singolo ciclo redox 


Spazio 
intermembrana . 


Membrana ig 
interna dI 


2H* 


Matrice SH, S H,0 10, NADH NAD* 
+25? +H* 


Figura 20.23 Meccanismo dei cicli redox. (a) Un singolo ciclo redox 
per il trasporto di elettroni legato alla traslocazione di protoni. Il FMN 
ed il CoQ funzionano come trasportatori (H* +e), mentre i centri 
ferro-zolfo e i citocromi funzionano solo come trasportatori (e). Que- 
sti componenti sono organizzati in modo tale che il trasporto degli 
elettroni è sempre accompagnato dalla traslocazione di protoni. No- 
tate che è stato incluso un trasportatore (H* +e) misterioso, X, per 
spiegare il terzo sito di traslocazione. 


1. Meccanismo dei cicli redox 


Questo meccanismo proposto da Mitchell richie- 
de che i centri redox della catena respiratoria (FMN, 
CoQ, citocromi e centri ferro-zolfo) siano disposti nella 
membrana in modo tale che durante la sua riduzio- 
ne, un centro redox possa accettare un elettrone e 
contemporaneamente uno ione H* dal lato della 
membrana che guarda la matrice. La riossidazione 
di questo centro redox, da parte del centro successi- 
vo lungo la catena, dovrebbe coinvolgere il rilascio 
del protone sul lato citosolico della membrana, insie- 
me al trasferimento dell’elettrone di nuovo sul lato 
della membrana che guarda la matrice (Fig. 20.230). 
Il flusso di un elettrone da un centro a quello succes- 
sivo risulterebbe quindi nella traslocazione netta di 
ioni H* e nella generazione di un gradiente elettro- 
‘ chimico (Ay e ApH). 

Il meccanismo dei cicli redox richiede che il primo 
traportatore redor contenga più atomi di idrogeno 
nello stato ridotto che nel suo stato ossidato, mentre 
il secondo trasportatore redor non ha differenze nel 
numero di atomi di idrogeno tra lo stato ridotto e 
lo stato ossidato. Questa necessità dell’ipotesi si adat- 
ta alla catena di trasporto degli elettroni? Alcuni dei 
trasportatori redox, il FMN ed il CoQ, contengono 
infatti più atomi di idrogeno nel loro stato ridotto 
rispetto allo stato ossidato e quindi possono essere 
qualificati sia come trasportatori di protoni che co- 
me trasportatori di elettroni. Se questi centri si alter- 
nano con trasportatori puri di elettroni (citocromi e 
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Figura 20.24 Il ciclo del CoQ, un ciclo di trasporto di elettroni nel 
Complesso Ill proposto per spiegare la traslocazione di H* durante 
il passaggio degli elettroni dal citocromo è al citocromo c: (1) la for- 
ma semichinonica del CoQ, QH viene ridotta a QH, dal Complesso 
I sul lato della matrice della membrana. (2) Il QH, diffonde verso 
il lato citosolico della membrana. (3) Il QH7 riduce il citocromo bg 
rilasciando uno ione H*. (4) Viene traslocato un secondo protone 
quando il semichinone riduce il citocromo ci sulla faccia citosolica 
della membrana. {5) Il CoQ diffonde nella membrana verso il lato 
della matrice. (6) Il citocromo by riduce il citocromo br. (7) Il CoQ 
viene ridotto dal citocromo by e contemporaneamente assorbe un 
protone dalla matrice H*. Il ciclo nel suo complesso porta alla tra- 
slocazione di protoni sia che il CoQ venga ridotto dal Complesso 
I e sia che il Complesso Ill riduca il citocromo ci. (Fonte: NICHOLLS, 
D.G., Bioenergetics, p. 122, Academic Press, 1982.) 


centri ferro-zolfo), il meccanismo proposto si potreb- 
be adattare alla catena respiratoria (Fig. 20.23D). 
La principale difficoltà che si ha con l’ipotesi dei 
cicli redox è data dalla deficienza di trasportatori 
(Ht +e”) rispetto ai trasportatori puri (e7). Mentre 
possiamo avere ben 15 trasportatori puri di elettroni 
(più di otto centri ferro-zolfo, cinque citocromi e due 
atomi di Cu), sono noti soltanto due trasportatori 
(H+ +e). Il fatto che vi siano tre siti per la sintesi 
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di ATP suggerisce che vi dovrebbero essere almeno 
tre siti per il trasporto dei protoni. Questo problema 
viene sottolineato nella Fig. 20.23b, in cui è presente 
il composto X che rappresenta il trasportatore scono- 
sciuto (H* +e7). 

Per risolvere questo problema, Mitchell descrisse 
un metodo in cui il CoQ poteva essere utilizzato due 
volte come trasportatore di protoni nel Complesso 
II (CoQ-citocromo c reduttasi). In questo processo, 
detto ciclo del CoQ, il coenzima va incontro ad una 
riduzione in due tappe, mediante la formazione di 
una forma semichinonica, come intermedio stabile 
(Fig. 20.24). Il risultato di questa sequenza di trasfe- 
rimenti nel Complesso II causerebbe il trasporto di 
due protoni per ogni elettrone trasferito dal Comples- 
so I al citocromo cx. Il ciclo del CoQ non può opera- 
re nel Complesso IV (la citocromo ossidasi), poiché 
questo complesso non contiene trasportatori 
(H* +e), attraverso cui pompare i protoni dalla ma- 
trice verso il citosol, durante il trasporto degli elet- 
troni. 


2. Meccanismo delle pompe protoniche 


Il meccanismo delle pompe protoniche non ri- 
chiede che i centri redox siano anche trasportatori 
di protoni. In questo modello il trasferimento degli 
elettroni genera modificazioni conformazionali nel 
complesso. La traslocazione del protone avviene come 
risultato di questa variazione conformazionale dei va- 
lori di pK delle catene laterali di alcuni amminoacidi 
e della loro esposizione sulla superficie interna o ester- 
na della membrana mitocondriale (Fig. 20.25). Ab- 
biamo già visto che la conformazione può influenza- 
re il valore del pK di un gruppo funzionale. L’effetto 
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Figura 20.25 Il meccanismo della pompa protonica per la traslocazio- 
ne di protoni legata al trasporto degli elettroni. Ad ogni sito di traslo- 
cazione di protoni, si legano n protoni alle catene laterali di ammi- 
noacidi sul lato della matrice della membrana. La riduzione determi- 
na una modificazione conformazionale che diminuisce il valore del 
pK di queste catene laterali e le espone sul lato citosolico della mem- 
brana, dove i protoni si dissociano. La riossidazione porta ad un’altra 
lana conformazionale che ripristina lo stato originale della 

mpa. 
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Figura 20.26 La pompa protonica della batteriorodopsina: (1) Nel suo 
stato a riposo, il gruppo prostetico retinaldeide, che forma una base 
di Schiff con la proteina, è protonato e si affaccia all’interno della 
membrana. Dopo l'assorbimento della luce (hv), la pompa va incon- 
tro ad una modificazione conformazionale che porta il gruppo R*H* 
ad affacciarsi sul lato esterno della membrana (R* è la forma di R 
eccitata dalla luce). (2) La modificazione conformazionale abbassa 
il valore del pK di R* e produce la dissociazione dell’H* da R* sul 
lato esterno della membrana. (3) La pompa ritorna nello stato nativo 
in cui R si affaccia sul lato interno della membrana. (4) Il valore del 
pK torna ad aumentare ed R può essere protonato di nuovo sul lato 
interno della membrana. La pompa ha quindi recuperato completa- 
mente il suo stato originale e come effetto si è avuta la traslocazione 
di un protone dall'interno verso l'esterno della membrana. 


Bohr nell’emoglobina, per esempio, deriva da modi- 
ficazioni conformazionali indotte dal legame dell'O, 
che producono variazioni nei valori di pK di alcuni 
gruppi acido-base (paragrafo 9.2E). Se questa protei- 
na è localizzata su un lato della membrana e, oltre 
a variare il pK la modificazione conformazionale al- 
tera anche il lato di esposizione delle catene laterali 
dei residui implicati in questo processo, il risultato 
potrebbe essere il trasporto di uno ione H* ed il si- 
stema diventerebbe una pompa protonica. 

Una pompa protonica ben documentata è la protei- 
na intrinseca di membrana batteriorodopsina del- 
l’Halobacter halobium. Questa proteina, che ha sette 
segmenti elicoidali che attraversano la membrana e 
formano un canale polare (paragrafo 11.3A), ottiene 
l’energia libera necessaria per pompare i protoni dal- 
l’assorbimento della luce da parte del suo gruppo pro- 
stetico retinalaldeide, legato mediante una base di 
Schiff. Il meccanismo proposto per il trasporto di io- 
ni H* indotto dalla luce nella batteriorodopsina è 
schematizzato nella Fig. 20.26. Si pensa che nella ci- 
tocromo ossidasi operi un meccanismo simile. 
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È possibile distinguere sperimentalmente 
tra i vari meccanismi di trasporto dei protoni 


Se il gradiente elettrochimico attraverso la 
membrana mitocondriale è stato generato da una 
pompa protonica simile alla batteriorodopsina, la ste- 
chiometria del trasporto dipenderà dal numero di 
gruppi a cui viene variato il valore di pK passando 
dalla conformazione ossidata a quella ridotta e dal- 
l'ampiezza di queste variazioni di pK. Il meccanismo 
dei cicli redox richiede invece che venga traslocato 
un protone per ogni elettrone trasferito dal Complesso 
I oppure, nel caso del Complesso III, che vengano 
traslocati due protoni per ogni elettrone in transito, 
se viene utilizzato il ciclo del CoQ, (Non vi sono tra- 
sportatori (H* +e7) nel Complesso IV e quindi non 
è possibile che vi operi un meccanismo di cicli re- 
dox.) Dovrebbe essere possibile distinguere tra cicli 
redox e pompe protoniche se fosse noto il rapporto 
tra protoni traslocati ed elettroni trasportati. Poiché 


Membrana 
esterna 


Membrana 
interna 


sono tre i complessi che traslocano i protoni, esiste 
anche la possibilità che meccanismi diversi possano 
operare in punti diversi della catena respiratoria. Que- 
sta situazione piuttosto complicata è ancora oggetto 
di studio in numerosi laboratori. 


Figura 20.27 Fotografie al microscopio elettronico, accompagnate dai 
loro disegni interpretativi (in basso) della membrana mitocondriale 
a vari stadi di preparazione: (a) le creste di un mitocondrio intatto 
in cui sono visibili i «pomelli» Fj che si estendono dalla membrana 
verso la matrice. (Fonte: PARSON, D.F., Science, 140, p. 985, 1963.) 
Copyright © 1963 American Association for Advancement of Scien- 
ce. Con permesso di riproduzione.) (b) Particelle submitocondriali 
in cui sono visibili le proiezioni F. Le particelle submitocondriali 
sono state preparate mediante sonicazione (rottura con ultrasuoni) della 
membrana mitocondriale interna. (Per gentile concessione di Efraim 
Racker, Cornell University.) (0) Particelle submitocondriali dopo trat- 
tamento con urea. (Per gentile concessione di Efraim Racker, Cornell 
University.) 
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C. Meccanismo di sintesi dell'ATP 


L’energia libera del gradiente elettrochimico pro- 
tonico generato attraverso la membrana mitocondriale 
viene utilizzata per la sintesi di ATP da parte del- 
PATP sintasi capace di traslocare protoni (detta 
anche ATPasi che pompa protoni oppure 
FoF:-ATPasi). Nei sottoparagrafi seguenti analizze- 
remo la struttura e la localizzazione di questa ATP 
sintasi e il meccanismo con cui utilizza il flusso pro- 
tonico per la sintesi di ATP. Come molti altri aspetti 
della fosforilazione ossidativa, questo meccanismo non 
è ancora stato chiarito completamente ed è oggetto 
di ricerche approfondite. 


L’ATP sintasi che trasloca i protoni 
è una proteina transmembrana multisubunità 


L’ATP sintasi che trasloca i protoni è la struttu- 
ra più complessa della membrana mitocondriale in- 
terna. Essa contiene due sottostrutture principali e 
numerose subunità diverse (Tabella 20.2). Le fotogra- 
fie al microscopio elettronico dei mitocondri metto- 
no in evidenza strutture simili a pomelli disposti sul- 
la superficie della membrana mitocondriale interna 
che guarda la matrice (Fig. 20.27a). Strutture simili 
sono state riscontrate anche sulla superficie interna 
della membrana plasmatica dei batteri. La sonicazio- 
ne della membrana mitocondriale interna produce 
vescicole sigillate, particelle submitocondriali, che 
hanno i «pomelli» (Fig. 20.27b) rivolti verso l’esterno 
e che possono portare avanti la sintesi di ATP. 
Efraim Racker scoprì che l’ATP sintasi che trasloca 
protoni presenti sulle particelle submitocondriali è 
composta da due unità funzionali, dette Fo e F1. Fo 
è una proteina transmembrana insolubile in acqua 
costituita da quattro o cinque subunità che conten- 
gono un canale per la traslocazione dei protoni. Fi 
è una proteina periferica solubile in acqua, composta 
da cinque tipi di subunità, che si dissocia facilmente 
dalla sottostruttura Fo mediante trattamento con 
urea. Le particelle submitocondriali, a cui sono state 
rimosse le sottostrutture Fi con trattamento in urea, 
non presentano più nelle fotografie al microscopio 
elettronico le caratteristiche formazioni a «pomelli» 
(Fig. 20.270) e hanno contemporaneamente perso la 
capacità di sintetizzare ATP. Se, però, la sottostrut- 
tura F; viene riaggiunta alle vescicole che conten- 
gono soltanto Fo, le particelle submitocondriali riac- 
quistano la capacità di sintetizzare ATP e presenta- 
no di nuovo i «pomelli». Quindi possiamo concludere 
che i «pomelli» sono le particelle FoF;. Le fotografie 
al microscopio elettronico di particelle FoF; mostra- 


Composizione . 
Componente in pisani Funzione 
FI az B3yS e B contiene il sito 
dell'ATP sintasi; è 
forma la parte di 
accoppiamento 
del canale 
protonico Fo con 
Fi 
Fo 4-5 tipi di subunità, L’oligomero 
comprese 6-10 proteolipidico che 
copie del lega il DCCD 
proteolipide che forma il canale 
lega il DCCD protonico 
Stelo Una copia ciascuna Necessario per legare 
OSCP e di Fg Foa fi 
Polipeptidi IF, Inibisce l’idrolisi di 
associati ATP; si lega alla 


subunità 8 di F, 
_Fa 


* Massa molecolare totale=450 kD. 


no chiaramente la forma bilobata della struttura e 
lo stelo di circa 50 À che collega Fo ed Fi (Fig. 20.28). 
Lo stelo è composto da due proteine, la proteina che 
conferisce la sensibilità all’oligomicina (OSCP) 
ed il fattore di accoppiamento 6 (Fg). 

I siti catalitici per la sintesi di ATP nella sottostrut- 
tura F; sono contenuti nelle subunità 8 di questa 
proteina multimerica a383yde. 


H3C HsC HOCH; CH;. 


634 Capitolo 20 


L’oligomicina, un antibiotico prodotto dagli Strep- 
tomyces, inibisce l’ATP sintasi legandosi a una subu- 
nità della sottostruttura Fo (non l’OSCP) e interferi- 
sce con il trasporto degli ioni H* attraverso Fo. La 
dicicloesilcarbodiimmide (DCCD), 


( )uroes( _) 


Dicicloesilcarbodiimmide 
(DCCD) 

un reagente per i gruppi carbossilici solubile nei li- 
pidi, inibisce il passaggio, dei protoni attraverso Fo 
reagendo (analogamente all’EDAC; Tabella 6.3) con 
un singolo residuo di Glu su una delle subunità di 
Fo dei mammiferi (nell’E. coli il residuo reattivo è 
un Asp). La reazione con la DCCD, di solito, implica 
che il gruppo carbossilico sia localizzato in un am- 
biente lipidico, cioè che sia «immerso» nella mem- 
brana. La sottostruttura Fo dei mammiferi contiene 
sei copie di questa proteina che lega la DCCD (chia- 
mata anche proteolipide che lega la DCCD); si pen- 
sa che queste copie dello stesso polipeptide si associ- 
no come le doghe di un barile in modo da formare 
un canale polare per il trasporto degli ioni H* con- 
tenente i residui «immersi» di Glu (Fig. 20.28). 


L’ATP sintasi che trasloca protoni 
è guidata da cambi conformazionali 


[884]Il meccanismo di sintesi dell'ATP da parte 


(b) 


Superficie in 
contatto con 
la matrice 


Ph 
Superficie esterna 


Figura 20.28 (a) Una fotografia al microscopio elettronico dell'ATP 
sintasi (Fo F1- ATPasi) che trasloca i protoni dei mitocondri, rico- 
struita dai suoi componenti, accompagnata da (b) un disegno inter- 
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dell’ATP sintasi che trasloca protoni può essere con- 
cettualmente diviso in tre fasi: 


1. Traslocazione dei protoni ad opera della subpar- 
ticella Fo. 

2. Formazione catalitica del legame fosfoanidridico 
dell’ATP ad opera della subparticella F.. 

3. Accoppiamento della dissipazione del gradiente 
protonico con la sintesi di ATP, che richiede l’in- 
terazione tra F, ed Fo. 


Le prove sperimentali disponibili sono a favore del 
meccanismo di formazione dell’ATP proposto da 
Boyer, che ricorda l’ipotesi dell’accoppiamento con- 
formazionale della fosforilazione ossidativa (paragrafo 
20.3A). Il cambio conformazionale della ATP sintasi 
che produce l’energia per la formazione di ATP vie- 
ne generato però dalla traslocazione dei protoni e non 
direttamente dal trasferimento degli elettroni, come 
era proposto nella formulazione originale dell’ipote- 
si dell’accoppiamento conformazionale. La subparti- 
cella F; si pensa abbia tre subunità catalitiche inte- 
ragenti, ciascuna con un diverso stato conformazio- 
nale: una che lega i substrati e i prodotti debolmente 
(stato L), una che li lega saldamente (stato T) e una 
che non li lega affatto (stato O). La reazione avviene 
in tre tappe Fig. 20.29): 


1. Legame dell’ADP e del P; alla subunità nello sta- 


to L (legame debole). 
2. Un cambio conformazionale dipendente dall’ener- 
gia che converte la subunità dallo stato L allo sta- 


» Stelo (50 À) 


det 
E 


pretativo che mostra la possibile disposizione dei suoi componenti. 
(Fotografia al microscopio elettronico, per gentile concessione di Pe- 
ter Pedersen, The John Hopkins University School of Medicine.) 
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Figura 20.29 Il meccanismo di variazione dell'energia di legame per 
la sintesi di ATP da parte dell'ATP sintasi che trasloca i protoni. Fi 
ha tre siti di interazione identici, ma conformazionalmente diversi: 
O, la conformazione aperta, ha un’affinità molto bassa per i ligandi 
ed è cataliticamente inattiva; L lega debolmente i ligandi ed è cataliti- 
camente inattivo; T lega saldamente i ligandi ed è cataliticamente 
attivo. La sintesi di ATP avviene in tre tappe: (1) legame di ADP e 


to T (legame forte) catalizza anche la formazione 
dell’ATP. A questo punto avviene probabilmente 
la traslocazione esoergonica dei protoni necessa- 
ria per fornire l’energia libera richiesta dal pro- 
cesso; ciò porta alla dissipazione del gradiente elet- 
trochimico generato dal trasporto degli elettroni. 
In questa tappa si hanno cambi conformazionali 
anche nelle altre due subunità che convertono ri- 
spettivamente lo stato T in O (nessun legame, aper- 
to) e lo stato O in L. 

3. L’ATP viene sintetizzato nel sito dello stato T su 
una subunità e contemporaneamente si dissocia 
dallo stato O di un’altra subunità. 


Lo «stretto accoppiamento» tra il trasporto degli elet- 
troni e la sintesi di ATP nei mitocondri dipende dal- 
l’impermeabilità della membrana mitocondriale in- 
terna. Questa impermeabilità consente di creare un 
gradiente elettrochimico attraverso la membrana du- 
rante la traslocazione dei protoni, associata al traspor- 
to degli elettroni. L'unico modo per far rientrare uno 
ione H* nella matrice è attraverso la porzione Fo 
dell’ATP sintasi che trasloca i protoni. Il gradiente 
elettrochimico viene costruito fino a che l'energia li- 
bera necessaria a traslocare i protoni non è bilancia- 
ta dalla produzione di energia libera dovuta al tra- 
sporto degli elettroni. Quando questa condizione ca- 
de, viene a cessare anche il trasporto degli elettroni. 
La sintesi di ATP, dissipando il gradiente elettrochi- 
mico che si è generato, consentirà la ripresa del tra- 
sporto degli elettroni. i 


D. Disaccoppiamento 
della fosforilazione ossidativa 


[885]Il trasporto degli elettroni (l’ossidazione del 
NADH e del FADH,; da parte dell’ossigeno) e la fo- 


P; al sito L. (2) Una modificazione conformazionale energia dipen- 
dente converte il sito di legame L nello stato T, il sito TinOeO 
in L. (3) La sintesi di ATP ha luogo sul sito T e viene rilasciata la 
molecola di ATP dal sito O. L'enzima ritorna allo stato originale dopo 
altri due cicli di questa sequenza di reazioni. (Fonte: Cross, R.L., 
Annu. Rev. Biochem., 50, p. 687, 1980.) 


sforilazione ossidativa (la sintesi di ATP) sono nor- 
malmente strettamente accoppiati. Nello stato a ri- 
poso, quando la fosforilazione ossidativa è minima, 
il gradiente elettrochimico attraverso la membrana 
mitocondriale interna arriva al suo massimo ed im- 
pedisce un’ulteriore traslocazione di protoni; anche 
il trasporto degli elettroni risulta inibito in queste 
condizioni. In questi anni di ricerche sono stati sco- 
perti numerosi composti, compreso il 2,4-dinitro- 
fenolo (DNP) e il carbonilcianuro-p-trifluorome- 
tossifenilidrazone (FCCP), che possono disaccoppia- 
re questo processo. L’ipotesi chemiosmotica ci ha con- 
sentito di comprendere come agiscono questi disac- 
coppianti. 

La presenza nella membrana mitocondriale inter- 
na di un agente che aumenta la sua permeabilità agli 
ioni H* disaccoppia la fosforilazione ossidativa dal 
trasporto degli elettroni, formando una nuova via per 
la dissipazione del gradiente elettrochimico di protoni 
che non porta a sintesi di ATP. Il disaccoppiamento 
consente quindi il trasporto degli elettroni, anche se 
la sintesi di ATP è inibita. Il DNP e il FCCP sono acidi 
deboli lipofilici che attraversano facilmente le mem- 
brane. In un gradiente di pH, essi legano i protoni 
sul lato acido della membrana, diffondono attraverso 
di essa e rilasciano poi i protoni sul lato alcalino, dissi- 
pando di conseguenza il gradiente (Fig. 20.30). Questi 
disaccoppianti sono ionofori che trasportano protoni. 

Ancora prima che fosse identificato il meccanismo 
del disaccoppiamento, si era realizzato che le veloci- 
tà metaboliche venivano accelerate da questi compo- 
sti. Studi condotti alla Stanford University nella pri- 
ma parte del ventesimo secolo documentarono un au- 
mento della respirazione e una perdita di peso cau- 
sata dal DNP. Il composto è stato usato come «pillola 
dimagrante» per diversi anni, come possiamo com- 
prendere dalle parole di Efraim Racker (A new look 
at mechanisms in bioenergetics, p. 155): 


Qi Si LIL ULS 


x ta 


seme —_ 
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Figura 20.30 Gli ionofori che trasportano protoni come il DNP e 
il FCCP disaccoppiano la fosforilazione ossidativa dal trasporto degli 
elettroni, scaricando il gradiente elettrochimico protonico generato 
dallo stesso trasporto degli elettroni. 


‘senza tener conto degli avvertimenti degli scienziati 
di Stanford, alcuni medici intraprendenti cominciaro- 
no a somministrare il dinitrofenolo a pazienti obesi 
senza le opportune precauzioni. I risultati furono im- 
pressionanti. Sfortunatamente in alcuni casi il tratta- 
mento eliminò non soltanto il grasso ma anche i pa- 
zienti e alcuni di questi casi fatali furono riportati nel 
Giornale dell’Associazione Medica Americana nel 1929. 
Ciò scoraggiò i medici a continuare...’ 


Il disaccoppiamento controllato 
dagli ormoni nel tessuto adiposo bruno 
serve a produrre calore 


La dissipazione di un gradiente elettrochimico, 
che è stato generato dal trasporto degli elettroni, di- 
saccoppiato dalla sintesi di ATP produce calore. La 
generazione di calore è una funzione fisiologica del 
tessuto adiposo bruno (grasso bruno). Questo tes- 
suto, diversamente dal tessuto adiposo normale (bian- 


co), contiene invece che grandi quantità di triacilgli- 
ceroli un gran numero di mitocondri, i cui citocromi 
determinano il suo colore scuro. I neonati di mam- 
miferi senza pelo, come gli uomini, e gli animali che 
vanno in ibernazione contengono sul collo e tra le 
scapole grasso bruno che funziona nella termoge- 
nesi non da brividi come «una coperta riscaldante» 
biologica. (Anche l’idrolisi di ATP che avviene du- 
rante la contrazione muscolare provocata dai brivi- 
di, oppure da un movimento produce calore.) 

Il meccanismo della produzione di calore nel gras: 
so bruno coinvolge il disaccoppiamento regolato del- 
la fosforilazione ossidativa nei mitocondri. Questi mi- . 
tocondri contengono termogenina, un dimero pro- . 
teico con subunità con una massa molecolare di 32 
kD assente nei mitocondri di altri tessuti, che agisce 
come un canale di controllo della permeabilità ai pro- 
toni della membrana mitocondriale interna. Negli ani-. 
mali adattati al freddo, la termogenina costituisce Îl - 
15% delle proteine della membrana mitocondriale in- 
terna del grasso bruno. Il flusso dei protoni attraver 
so questo canale proteico viene inibito da concentra- 
zioni fisiologiche di nucleotidi purinici (come ADP, _ 
ATP, GDP, GTP), ma questa inibizione viene rimossa 
dagli acidi grassi. I componenti di questo sistema in 
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teragiscono tra loro sotto un controllo ormonale. 

La termogenesi nei mitocondri del grasso bruno vie- 
ne attivata dagli acidi grassi liberi. Essi rimuovono 
l’effetto inibitorio dei nucleotidi purinici, stimolano 
il flusso protonico attraverso il canale dei protoni e 
disaccoppiano il trasporto degli elettroni dalla fosfo- 
rilazione ossidativa. La concentrazione di acidi grassi 
nel tessuto adiposo bruno è controllata dall’ormone 
noradrenalina (norepinefrina) 


HO 
OH 
HO ULiRe NHI 
H 
Noradrenalina 


Noradrenalina 


ATP cAMP + P; 


LIL 
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ed il cAMP agisce da secondo messaggero (paragrafo 
17.3). In condizioni di stimolazione da noradrenalina, 
il componente adenilato ciclasi del sistema recettoriale 
della noradrenalina sintetizza cAMP, come descritto 
nel paragrafo 34.4B. A sua volta, il CAMP attiva allo- 
stericamente la proteina chinasi cAMP dipendente, che 
attiva mediante fosforilazione la triacilglicerolo lipasi ill 
ormone-sensibile (paragrafo 23.5). Infine, la lipasi at- ill 
tivata idrolizza i triacilgliceroli formando tre catene | 
di acido grasso che aprono il canale protonico. È 


La termogenesi non da brividi e l’obesità A 


Anche se il disaccoppiamento della fosforilazio- 
ne ossidativa nel tessuto bruno è la fonte principale 
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Figura 20.31 Il meccanismo di disaccoppiamento della fosforilazione 
ossidativa indotto da ormoni nei mitocondri del grasso bruno: (1) La 
noradrenalina si lega al suo recettore sulla superficie delle cellule. 
(2) Il complesso noradrenalina-recettore stimola l’adenilato ciclasi, de- 
terminando un aumento dei livelli intracellulari di cAMP. (3) il CAMP 
attiva la proteina chinasi cAMP dipendente. (4) La proteina chinasi 
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CAMP dipendente fosforila la triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile 
attivandola. (5) | triacilgliceroli vengono idrolizzati producendo acidi 
grassi liberi. (6) Gli acidi grassi rimuovono il blocco del canale proto- 
nico 32 kD, operato dai nucleotidi purinici, consentendo ai protoni 
di entrare nel mitocondrio e disaccoppiando la sintesi di ATP. 
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della termogenesi non da brividi in molti animali, 
l’uomo adulto manca probabilmente di quantità suf- 
ficienti di tessuto adiposo per questo scopo. Quindi 
l'essere umano genera la maggior parte del suo calo- 
re corporeo, in particolare quando fa freddo, median- 
te i cicli dei substrati nel muscolo e nel fegato (para- 
grafo 16.4B). I cicli dei substrati sono stimolati dagli 
ormoni tiroidei (paragrafo 34.4A), come è indicato 
dal fatto che i ratti che mancano della tiroide non 
sopravvivono a 5 °C. 

Gli individui obesi tendono ad avere velocità meta- 
boliche più basse del normale probabilmente per mi- 
nore termogenesi non da brividi. Questi individui 
tendono quindi ad essere sensibili al freddo. Gli indi- 
vidui normali incrementano l’attivazione ormonale 
della tiroide appena esposti al freddo, mentre gli ani- 
mali e gli individui obesi non sono in grado di farlo. 


4. CONTROLLO 
DELLA PRODUZIONE DI ATP 


Una donna adulta richiede circa 1500-1 800 kcal 
(6 300-7 500 kJ) di energia metabolica al giorno. Ciò 
corrisponde all’energia libera di idrolisi di più di 200 
moli di ATP ad ADP e P;. La quantità totale di ATP 
presente nel corpo umano in ogni dato momento è 
meno di 0,1 mol; ovviamente questa piccola quantità 
di ATP deve essere continuamente riciclata. Come 
abbiamo visto, quando i carboidrati sono il principa- 
le rifornimento energetico e prevalgono le condizio- 
ni aerobiche, il riciclo dell’ATP coinvolge la glicoge- 
nolisi, la glicolisi, il ciclo dell’acido citrico e la fosfo- 
rilazione ossidativa. 

‘ La richiesta di ATP da parte delle cellule non è 
costante. Durante il sonno o durante un’attività in- 
tensa vi è una differenza nell’utilizzo dell'ATP di cir- 
ca 100 volte. Le attività delle vie che producono ATP 
sono strettamente controllate e in modo coordinato, 
per far sì che l’ATP non sia mai prodotto a una velo- 
cità superiore al necessario. Abbiamo già discusso i 
meccanismi di controllo della glicolisi, della glicoge- 
nolisi e del ciclo dell’acido citrico (paragrafi 16.4, 17.3 
e 19.4). In questo paragrafo analizzeremo il meccani- 
smo di controllo della fosforilazione ossidativa e os- 
serveremo come i quattro sistemi vengono coordina- 
ti e sincronizzati per produrre ATP esattamente alla 
velocità richiesta in quel particolare momento. 


A. Controllo della fosforilazione ossidativa 


Nella nostra discussione sulla regolazione della 


glicolisi, abbiamo detto che la maggior parte delle 
reazioni di una via metabolica funzionano in condi. 
zioni vicine all’equilibrio. Le poche reazioni irrever- 
sibili costituiscono potenziali punti di controllo della 
via e di solito sono catalizzate da enzimi regolatori, 
che sono sotto un controllo allosterico. Nel caso della 
fosforilazione ossidativa, la via da NADH a citocro- 
mo c funziona quasi all’equilibrio (AG’ circa 0): 


1/2 NADH + citocromo c3* + ADP +P; = 
== 1/2 NAD+ + citocromo c°* + ATP 


[20.2] 


7 Mapei [ATP] 
eq=| === 


[NADH] 


[3+][ADPI][P;] 


Questa via è quindi facilmente reversibile in seguito 
ad aggiunta di ATP. Nella reazione della citocromo 
ossidasi, invece, la tappa terminale della catena di 
trasporto degli elettroni è irreversibile ed è quindi il 
primo candidato come sito di controllo della via. La 
citocromo ossidasi, al contrario della maggior parte 
dei sistemi enzimatici regolatori, sembra essere re- 
golata esclusivamente dalla disponibilità di uno dei 
suoi substrati, il citocromo c (c°*) ridotto. Poiché 
questo substrato è in equilibrio con la restante parte 
del sistema della fosforilazione ossidativa accoppiata, 


(equazione [20.2]), la sua concentrazione dipende dal 
rapporto intramitocondriale [NADHI/INAD*] e dal ‘ 


rapporto dell’azione di massa dell’ATP 


ATPI/IADPIP,). Riarrangiando l'equazione [20.2], il 


rapporto tra citocromo c ridotto e ossidato è 


et] 


î rsa [20.3] 


[NADH] |j{[ADP]I[P;]| 1° 
[NAD*] [ATP] /Keq 


Di conseguenza, tanto più alto è il rapporto 


[NADHJ/INAD+] e basso il rapporto di azione di | 


massa dell’ ATP, tanto più alta sarà la concentrazione 


di citocromo c ridotto e quindi l’attività della citocro- 


mo ossidasi. 


Come si adatta questo sistema alle variazioni nel- 


l’attività fisica? In un individuo a riposo l’idrolisi del- 
LATP è minima ed il rapporto dell’azione di massa 
dell'ATP è alto; la concentrazione di citocromo c ri- 
dotto è quindi bassa e la fosforilazione ossidativa pro- 
cede alla minima velocità. L’inizio di un’attività fisi- 


ca determina l’idrolisi di ATP ad ADP e P;, provo-. 


cando una diminuzione del rapporto dell’azione di 
massa dell’ATP e quindi incrementando la concen: 


trazione di citocromo c ridotto. Il risultato è un au. 
mento della velocità di trasporto degli elettroni e della: 
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fosforilazione accoppiata al trasporto. Il controllo della 
fosforilazione ossidativa da parte del rapporto dell’azione 
di massa dell’ATP viene detto controllo dell’accetto- 
re, in quanto la velocità della fosforilazione ossidativa 
aumenta con la concentrazione di ADP, l’accettore del 
gruppo fosforico. 

La compartimentalizzazione della cellula in mitocon- 
dri, in cui si ha la sintesi di ATP, e citosol, dove viene 
usato l’ATP, presenta un ulteriore problema: è il rap- 
porto di massa dell’ A TP nel citosol o nella matrice mito- 
condriale che controlla la fosforilazione ossidativa? Chia- 
ramente, il rapporto di azione di massa che esercita un 
controllo diretto deve essere quello della matrice, dove 
viene sintetizzato lA TP. Essendo però la membrana mi- 
tocondriale interna impermeabile ai nucleotidi adeninici 
e al P;, la comunicazione tra i due compartimenti dipen- 
de da specifici sistemi di trasporto (paragrafo 18.4C). Que- 
sta organizzazione fa sì che il trasporto dei nucleotidi 
adeninici o del P; sia la tappa che controlla la velocità 
nella fosforilazione ossidativa. Martin Klingenberg ha 
proposto questa funzione di controllo per il traslocatore 
ADP-ATP. David Wilson e Maria Ereciriska hanno asse- 
rito che vi è un equilibrio tra ’ATP, PADP e il P; tra il 
citosol e i mitocondri e che il rapporto di azione di massa 
dell’ATP citosolico controlla la fosforilazione ossidativa 
mitocondriale. Come in molti altri campi della scienza, 
questo tipo di controversie è uno stimolo per la ricerca. 


B. Controllo coordinato 
della produzione di ATP 


La glicolisi, il ciclo dell’acido citrico e la fosforila- 
zione ossidativa costituiscono le principali vie metabo- 
liche per la produzione di A TP. Il controllo della fosfo- 
rilazione ossidativa da parte del rapporto di azione di 
massa dell’A TP dipende da un adeguato supplemento 
di elettroni da inviare alla catena di trasporto degli elet- 
troni. Questo aspetto del sistema di controllo dipende 
a sua volta dal rapporto [NADHIINAD*] (equazione 
[20.3], che viene mantenuto a valori elevati dall’azio- 
ne combinata della glicolisi e del ciclo dell’acido citrico 
che convertono dieci molecole di NAD* a NADH per 
molecola di glucosio ossidato (Fig. 20.1). È chiaro quin- 
di che è necessario un controllo coordinato per questi 
tre processi. La coordinazione deriva dal fatto che la re- 
golazione dei punti di controllo sia della glicolisi (la fo- 


Figura 20.32 Rappresentazione schematica del controllo coordinato della 
glicolisi e del ciclo dell'acido citrico da parte di ATP, ADP, AMP, P;, 
Ca°* e dal rapporto INADHJ/[NAD+1 (la freccia rivolta verso l’alto in- 
dica un aumento di questo rapporto). | punti verdi stanno ad indicare 
Un'attivazione, mentre gli ottagoni rossi rappresentano un’inibizione. 
(Fonte: NEWSHOLME, E.A. e LEECH A.R., Biochemistry of the Medical Scien- 
ce, pp. 316, 320, Wiley, 1983.) 
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sfofruttochinasi; PFK) che del ciclo dell’acido citrico 
(la piruvato deidrogenasi, la citrato sintasi, l’isocitra- 
to deidrogenasi e l’a-chetoglutarato deidrogenasi) è 
mediata dai nucleotidi adeninici o dal NADH (o da 
entrambi), oltre che ovviamente da altri metaboliti 
(Fig. 20.32). 


Il citrato inibisce la glicolisi 


[891]I punti principali di controllo della glicolisi e 
del ciclo dell’acido citrico sono regolati da diversi ef- 
fettori oltre ai nucleotidi adeninici o al NADH (Fig. 
20.32). Questo è un sistema molto complesso con ri- 
chieste molto complesse. La presenza di una molte- 
plicità di effettori, coinvolti in numerosi aspetti del 
metabolismo, aumenta la sensibilità regolatoria della 
via. Un effetto regolatorio particolarmente interes- 
sante è l’inibizione della PFK da parte del citrato. 
Quando la domanda di ATP si riduce, la sua concen- 
trazione aumenta, mentre quella dell’ADP diminui- 
sce. La velocità del ciclo dell’acido citrico tende a de- 
crescere per il fatto che viene a scarseggiare l’attiva- 
tore (ADP) dell’isocitrato deidrogenasi e invece si ac- 
cumula l’inibitore (ATP) dell’a-chetoglutarato deidro- 
genasi, determinando, alla fine, un aumento della 
concentrazione di citrato. Il citrato può uscire dai 
mitocondri attraverso uno specifico sistema di tra- 
sporto e, una volta raggiunto il citosol, riduce ulte- 
riormente la demolizione dei carboidrati, inibendo la 
PFK. 


C. Implicazioni fisiologiche 
del metabolismo aerobico 
contro quello anaerobico 


Nel 1861, Louis Pasteur osservò che quando il 
lievito viene esposto a condizioni aerobiche, il consu- 
mo di glucosio e la produzione di etanolo diminuisco- 
no precipitosamente (l’effetto Pasteur; la fermenta- 
zione alcolica nel lievito per produrre ATP, CO; ed 
etanolo è stata discussa nel paragrafo 16.3B). Un ef- 
fetto analogo è stato osservato nel muscolo dei mam- 
miferi; la concentrazione di acido lattico, il prodotto 
anaerobico della glicolisi muscolare, cade drammati- 
camente quando le cellule passano al metabolismo 
aerobico. Questa situazione ha risultati opposti nel 
lievito e nel muscolo, in quanto la produzione di eta- 
nolo è una via normale del lievito (e utilizzata dai 
fabbricanti di vino), mentre l'accumulo di acido lat- 
tico nel muscolo, o meglio la diminuzione del pH che 
questo comporta, è responsabile della comparsa di 
dolori e dell’affaticamento. 
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La produzione aerobica di ATP 
è molto più efficiente 
della produzione anaerobica 


Uno dei motivi responsabili della diminuzione 
del consumo di glucosio quando si passa dalle condi- 
zioni anaerobiche a quelle aerobiche diventa chiaro 
se esaminiamo la stechiometria della demolizione ae- 
robica ed anaerobica del glucosio (CgH120g). 


Glicolisi anaerobica: 
CgH120g + 2ADP +2P; —> 
-——» 2 lattato +2H* +2H,0+2ATP 
Metabolismo aerobico del glucosio: 
CgH 206 + 38 A DP +38P; +60, > 
-—> 6C0:+44H,0+38ATP 
(3ATP per ciascuno dei 10 NADH formati per gluco- 


sio ossidato, 2ATP per ciascuno dei 2FADH», 2ATP : 


prodotti nella glicolisi e 2GTP (o ATP) prodotti nel 


ciclo dell’acido citrico.) Il metabolismo aerobico è quin- 


di 19 volte più efficace della glicolisi anaerobica nella 


produzione di ATP. Il passaggio al metabolismo aero- 
bico fa aumentare rapidamente il rapporto di azione . 


di massa dell’ATP. Man mano che questo aumenta, 
la velocità del trasporto degli elettroni tende a di- 
minuire, con l’effetto di aumentare il rapporto 


[NADHI/[NAD*]. L’incremento nella [ATP] e 
[NADH] porta all’inibizione degli enzimi sensibili a 


questi effettori sia nella via glicolitica che nel ciclo 
dell’acido citrico. L’attività della PFK, enzima della 
glicolisi sotto il controllo dei nucleotidi adeninici e del 


citrato, diminuisce di molte volte quando si passa dal : 
metabolismo anaerobico a quello aerobico. Ciò spiega * 
la drammatica diminuzione della glicolisi durante que- © 


sto cambio di condizioni. 


La glicolisi anaerobica presenta vantaggi, 
ma anche limitazioni 


Gli animali possono utilizzare la glicolisi anae- 


robica solo per brevi periodi di tempo. Ciò è dovuto . 
al fatto che la PFK non può operare in condizioni . 


ottimali a pH inferiori a 7,0 e viene inibita dall’acidi- 
ficazione che si ha per la produzione dell’acido latti- 
co. A parte questa limitazione e la poca efficienza 
della glicolisi anaerobica nella produzione di ATP, 
gli enzimi glicolitici sono presenti nella cellula in con- 


centrazioni così elevate che, quando non sono inibiti, 


possono produrre ATP a una velocità superiore a quel 
la della fosforilazione ossidativa. 
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Le caratteristiche diverse del metabolismo anaero- 

bico e aerobico ci permettono di comprendere certi 

etti del metabolismo delle cellule cancerose e al- 
cune patologie cardiovascolari. 


Metabolismo delle cellule cancerose 


Già nel 1926, Warburg notò che alcune cellule 
cancerose producono in condizioni anaerobiche più 
acido lattico delle cellule normali. Ciò avviene in quan- 
to queste cellule producono piruvato molto più velo- 
cemente di quanto possa essere utilizzato nel ciclo 
dell’acido citrico. Come può accadere questo fatto, 
dato che esistono controlli concatenati sul sistema? 
Una spiegazione potrebbe essere che questi controlli 
non esistono nelle cellule cancerose; un’altra che l’u- 
tilizzazione dell’ATP in queste cellule è più rapida 
della velocità di produzione della fosforilazione ossi- 
dativa. Ci troveremmo di fronte a un rapporto tra 
i nucleotidi adeninici non più sufficiente a inibire 
la PFK. I tentativi di comprendere le differenze me- 
taboliche tra le cellule cancerose e quelle normali po- 
trebbero un giorno fornire le basi per una terapia 
di alcune forme devastanti di questa malattia. 


Malattie cardiovascolari 


La carenza di ossigeno in certi tessuti determi- 
nata da patologie cardiovascolari presenta aspetti me- 
dici molto rilevanti. Per esempio, due delle cause prin- 
cipali di morte per gli uomini, l’infarto del mio- 
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[897] La fosforilazione ossidativa è un processo at- 
traverso cui il NADH e il FADH; prodotti dall’ossi- 
dazione delle sostanze nutrienti vengono riossidati con 
la concomitante formazione di ATP. Il processo ha 
luogo nei mitocondri, organelli di forma allungata cir- 
condati da una membrana esterna permeabile e con- 
tenenti una membrana interna impermeabile con mol- 
te invaginazioni che delimita un compartimento in- 
terno detto matrice. Gli enzimi della fosforilazione os- 


ì. sidativa sono immersi nella membrana mitocondria- 


le interna. Il P; viene importato nei mitocondri attra- 
Verso una specifica proteina di trasporto, mentre il 
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cardio (attacco di cuore) e l’ictus, sono caratterizza- 
te dall’interruzione del flusso sanguigno (e del rifor- 
nimento di O) a una porzione di cuore o di cervel- 
lo. È abbastanza ovvio che questo fatto porti alla ces- 
sazione delle attività cellulari, ma non è chiaro per- 
ché porti alla morte delle cellule. 

In assenza di ossigeno, una cellula, che dipende sol- 
tanto dalla glicolisi per la produzione di ATP, consu- 
ma rapidamente le sue scorte di fosfocreatina (una 
riserva di gruppi fosforici «ad alta energia» per la 
sintesi di ATP; paragrafo 15.40) e di glicogeno. Quan- 
do la velocità di produzione dell’ATP cade sotto il 
livello richiesto dalle pompe ioniche di membrana 
e necessario per mantenere la corretta concentrazio- 
ne intracellulare dei vari ioni, il bilancio osmotico 
del sistema si altera e la cellula ed i suoi organelli 
circondati da membrana tendono a gonfiarsi. La 
membrana sotto tensione diventa permeabile e la- 
scia uscire all’esterno il materiale intracellulare. (In- 
fatti, la diagnosi di infarto del miocardio viene effet- 
tuata valutando la presenza nel sangue di enzimi spe- 
cifici del cuore, come l’isoenzima tipo H della lattato 
deidrogenasi, paragrafo 7.5C, che esce dal tessuto car- 
diaco necrotico (morto).) j 

La diminuzione del pH intracellulare che accompa- 
gna la glicolisi anaerobica (a causa della produzione 
di acido lattico) consente il rilascio di enzimi lisoso- 
miali (attivi soltanto a pH acidi) che degradano il ma- 
teriale intracellulare. Quindi, la cessazione dell’atti- 
vità metabolica determina danni irreversibili nella 
cellula. I tessuti che respirano rapidamente, come il 
cuore e il cervello, sono particolarmente suscettibili 
a questi danneggiamenti. 


Ca°* viene importato ed esportato da specifiche pro- 
teine che controllano la concentrazione del metallo nel 
citosol. Gli elettroni del NADH entrano nei mitocondri 
mediante sistemi navetta (shuttle), come lo shuttle del 
glicerofosfato oppure del malato-aspartato. 

La variazione di energia libera standard per 
l'ossidazione del NADH da parte dell’ossigeno è 
AG®’= — 218 kJ- mol-!, mentre quella per la sintesi 
di ATP da ADP e P; è AG°'= —-30,5 kf- mol-?. Di 
conseguenza, l’energia libera ottenuta dall’ossidazio- 
ne di una mole di NADH dall’ossigeno è sufficiente 
a portare avanti la sintesi di diverse molecole di ATP 
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in condizioni standard. Gli elettroni liberati dal NADH 
e dal FADH, passano attraverso quattro complessi 
proteici, la catena di trasporto degli elettroni, a cui 
è accoppiata la sintesi di ATP. I Complessi I, Il e IV 
partecipano all’ossidazione del NADH producendo tre 
molecole di ATP per molecola di NADH ossidata, men- 
tre l’ossidazione del FADH; che coinvolge i Comples- 
si II, II e IV produce soltanto due molecole di ATP 
per FADH; ossidato. Quindi il rapporto tra le moli 
di ATP prodotte per mole di coenzima ossidato 
dall’O,, il rapporto P/O, è tre per l’ossidazione del 
NADH e due per l’ossidazione del FADH». La via se- 
guita dagli elettroni nella catena di trasporto degli 
elettroni fu determinata, in parte, usando inibitori 
del trasporto. Il rotenone e l’amytal inibiscono il Com- 
plesso I, l’actinomicina A inibisce il Complesso II e 
il CN- inibisce il Complesso IV. Sono stati utili per 
questa delucidazione anche le misure dei potenziali 
di riduzione dei gruppi prostetici che trasportano elet- 
troni dei vari componenti della catena. Il complesso 
I contiene FMN e sei o sette centri ferro-zolfo in un 
complesso proteico di membrana costituito da 26 su- 
bunità. Questo complesso trasferisce gli elettroni dal 
NADH al CoQ, una piccola molecola non polare che 
diffonde liberamente nel doppio strato lipidico della 
membrana. Il complesso II contiene l’enzima del ciclo 


dell’acido citrico succinato deidrogenasi e trasferisce. 


gli elettroni al CoQ, in questo caso, dal succinato at- 
traverso il FAD e un centro ferro-zolfo. Il CoQ passa 
i suoi elettroni al Complesso III, che è costituito da 
due citocromi tipo b, un centro ferro-zolfo e dal cito- 
cromo ci. Gli elettroni sono poi trasferiti dal citocro- 
mo c; del Complesso II al citocromo a del Complesso 
IV (citocromo c ossidasi), mediante una proteina peri- 
ferica di membrana, il citocromo c. Questa proteina 
si associa alternativamente con i Complessi II e IV 
e gli elettroni vengono trasferiti tra i due gruppi eme 
del complesso che si viene a formare mediante un cir- 
cuito di anelli paralleli coniugati e di legami idroge- 
no. Il complesso IV passa i suoi elettroni all’ossigeno 
attraverso il citocromo a, due atomi di Cu ed il cito- 
cromo az; il processo richiede il trasferimento di 
quattro elettroni per volta e si forma H20. 

Il meccanismo attraverso cui l’energia libera rila- 
sciata dalla catena di trasporto degli elettroni viene 


conservata e utilizzata nella sintesi di ATP è descrit- 
ta nel modo più idoneo dall’ipotesi chemiosmotica. 
Questa ipotesi stabilisce che l’energia libera rilascia- 


ta dal trasporto degli elettroni viene conservata dalla - 


generazione di un gradiente elettrochimico protonico 
attraverso la membrana mitocondriale interna (il la- 
to esterno acido), che poi favorisce la sintesi di ATP. 
Il gradiente protonico viene generato e mantenuto dalla 
traslocazione obbligatoria di protoni verso l’esterno 
della membrana mitocondriale interna, prodotta dal 


passaggio degli elettroni attraverso i Complessi I, I 4 
e IV. Il trasferimento di due elettroni attraverso uno ‘| 
di questi complessi genera un gradiente protonico suf- _ 


ficiente a sintetizzare una molecola di ATP. IL mecca- 
nismo con cui vengono traslocati i protoni è ancora 


oggetto di studi approfonditi. L’energia conservata dal di 


gradiente elettrochimico viene utilizzata dall’ATP sin- 
tasi che trasloca i protoni (ATPasi che pompa proto- 
ni, FoF;-ATPasi) per la sintesi di ATP accoppiata al 


trasporto esoergonico dei protoni di nuovo all’interno - 
dei mitocondri. L’ATPasi che trasloca i protoni con-. 


tiene due componenti oligomerici: il componente Fi, 


una proteina periferica di membrana che assomiglia. 
nelle fotografie al microscopio elettronico della mem- 


brana mitocondriale interna ad un pomello, ed un 


componente Fo, una proteina integrale di membrana 


che contiene un canale protonico. I composti come il 
2,4-dinitrofenolo, sono disaccoppianti della fosforila- 
zione ossidativa in quanto trasportano ioni H* at- 


traverso la membrana mitocondriale, dissipando il gra- 


diente protonico e consentendo al trasporto degli elet: 


troni di procedere senza la concomitante produzione 


di ATP. I mitocondri del grasso bruno contengono un 
sistema che si può disaccoppiare sotto il controllo or- 
monale e in questo caso genera calore invece di ATP. 


In condizioni aerobiche la velocità della sintesi di 
ATP da parte della fosforilazione ossidativa viene re-. 


golata, nel processo detto controllo dell’accettore, dal 


rapporto di azione di massa dell’ATP. La sintesi di: 


ATP è strettamente accoppiata all’ossidazione del 
NADH e del FADH; da parte della catena di traspor- 
to degli elettroni. La glicolisi e il ciclo dell’acido citrico 
sono controllati e coordinati per produrre NADH € 
FADH; soltanto alla velocità necessaria per rispon: 
dere alla domanda energetica della cellula. 
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1. Disponete i seguenti coenzini e- gruppi prostetici at- 
tivi nelle reazioni redox della catena di trasporto de- 
gli elettroni in ordine crescente di affinità per gli 
elettroni: citocromo a, CoQ, FAD, citocromo c e 
NAD*. 


2. Perché l’ossidazione del succinato a fumarato è asso- 
ciata alla formazione di due molecole di ATP nella 
fosforilazione ossidativa, mentre quella del malato 
ad ossalacetato è associata alla produzione di tre mo- 
lecole di ATP? 


3. Perché l’efficienza termodinamica dell’ossidazione del 
FADH; è sufficiente a sintetizzare due molecole di 
ATP nelle condizioni standard? 


4. Un avvelenamento subletale da cianuro può essere 
superato mediante la somministrazione di nitriti. Que- 
ste sostanze ossidano l’emoglobina, che ha un’affini- 
tà relativamente bassa per il cianuro, a metaemoglo- 
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bina che ha invece un’affinità elevata per lo ione 


CN”. Perché questo trattamento può giovare? 


5. Associate il composto al comportamento: (1) roteno- 


ne, (2) dinitrofenolo e (3) antimicina A. (a) Inibisce, 
la fosforilazione ossidativa quando il substrato è il 


piruvato, ma non quando è il succinato. (b) Inibisce 


la fosforilazione ossidativa quando il substrato è pi- 
ruvato o succinato. (c) Consente al piruvato di essere 
ossidato dai mitocondri anche in assenza di ADP: 


*6. La nigericina è uno ionoforo (paragrafo 18.2C) che 
scambia K* per H* attraverso una membrana. Spie 
gate perché il trattamento di mitocondri funzionan- 
ti con nigericina disaccoppia il trasporto degli elet- 
troni dalla fosforilazione ossidativa. La valinomici- 
na, uno ionoforo che scambia K*, ma non H*, fa 


la stessa cosa? Spiegate il perché. 


7. La differenza di pH tra la superficie esterna e la su- 
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8. 


perficie interna della membrana mitocondriale in- 
terna è 1,4 unità di pH (il lato esterno è acido). Se 
il potenziale di membrana viene considerato pari a 
0,06 V (l’înterno è negativo), qual è l'energia libera 
rilasciata dal trasporto di una mole di protoni attra- 
verso la membrana, nella direzione del gradiente elet- 
trochimico? Quanti protoni devono essere trasporta- 
ti per ottenere l’energia libera sufficiente alla sintesi 
di una mole di ATP? (Assumete di essere nelle con- 
dizioni biochimiche standard.) 


Spiegate perché: (a) le particelle submitocondriali 
a cui sono stati rimossi i componenti Fi sono per- 
meabili ai protoni. (b) L'aggiunta di oligomicina a 
particelle submitocondriali depletate del componen- 
te F1 fa diminuire questa permeabilità di circa sette 
volte. 
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10. 


11. 


12. 
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L’oligomicina e il cianuro inibiscono la fosforilazio- 
ne ossidativa quando il substrato è sia piruvato che 
succinato. Il dinitrofenolo può essere usato per di- 
stinguere tra questi inibitori. Spiegate il perché. 


Durante l’ossidazione di una data quantità di gluco- 
sio, sarà la termogenesi non da brividi del grasso 
bruno o quella da brividi del muscolo a produrre 
più calore? 


Come altera la respirazione mitocondriale l’atrattilo- 
side? (vedi paragrafo 18.4C) 


Alcuni operatori senza tanti scrupoli offrono di con- 
gelare, in cambio di denaro, individui morti di recen- 
te in azoto liquido, in attesa che la scienza medica 
scopra una cura per la malattia che ha causato la mor- 
te. Qual è l’errore biochimico di questo procedimento? 


1. Gluconeogenesi 


A. La via gluconeogenetica 
B. Regolazione della gluconeogenesi 
C. Il ciclo di Cori 


2. La via del gliossilato 


3. Biosintesi degli oligosaccaridi e delle glicoproteine 
A. Sintesi del lattosio 
B. Sintesi delle glicoproteine 


4. La via del pentosio fosfato 
A. Le reazioni ossidative per la produzione del NADPH 
. lsomerizzazione ed epimerizzazione del ribulosio-5-fosfato 
C. Reazioni di rottura e di formazione dei legami 
carbonio- carbonio 
D. Controllo della via del pentosio fosfato 
E. Deficienza di glucosio-6-fosfato deidrogenasi 


qQ 


SR 
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Altre vie 
del metabolismo 
dei carboidrati 


Fino ad ora abbiamo visto e trattato molti aspetti 
del metabolismo dei carboidrati. Abbiamo osservato 
come l’energia libera derivata dall’ossidazione del glu- 
cosio viene sequestrata nell’ ATP attraverso la glicoli- 
si, il ciclo dell’acido citrico e la fosforilazione ossida- 
tiva. Abbiamo anche analizzato i meccanismi di con- 
servazione del glucosio come glicogeno, per utiliz- 
zarlo in futuro, e i meccanismi che controllano il me- 


tabolismo del glicogeno che lo rendono sensibile alle 


necessità dell’organismo. In questo capitolo esamine- 
remo altre vie metaboliche dei carboidrati partico- 
larmente importanti: 


1. La gluconeogenesi, attraverso cui precursori non 
saccaridici come il lattato, il piruvato, il glicerolo 
e gli amminoacidi vengono convertiti in glucosio. 

2. La via del gliossilato, attraverso cui le piante 
convertono l’acetil-CoA in glucosio. 

3. La biosintesi degli oligosaccaridi e delle glicopro- 
teine, cioè la produzione di oligosaccaridi e il loro 
legame a specifici residui amminoacidici delle pro- 
teine. 

4. La via del pentosio fosfato, una via di degrada- 
zione alterriativa del glucosio che genera NADPH, 
la fonte di equivalenti riducenti nelle biosintesi 


riduttive, e ribosio-5-fosfato, lo zucchero pre- 


cursore degli acidi nucleici. 


In questo capitolo completeremo la nostra analisi del : 
metabolismo dei carboidrati negli animali; la foto- 
sintesi, che avviene soltanto nelle piante e in alcuni 


tipi di batteri, è invece trattata nel Capitolo 22. 


1. GLUCONEOGENESI 


[800] Il glucosio occupa una posizione centrale nel. 
metabolismo, sia come combustibile che come pre 
cursore di carboidrati strutturali essenziali e di altre 


biomolecole. Il cervello e i globuli rossi dipendono 
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quasi completamente dal glucosio come fonte ener- 
getica. La capacità del fegato di conservare lo zuc- 
chero sotto forma di glicogeno è sufficiente in condi- 
zioni di digiuno a rifornire il cervello di glucosio sol- 
tanto per una mezza giornata. Quindi, durante il di- 


giuno, la maggior parte del glucosio necessario al no- . 


stro organismo deve essere prodotto dalla gluconeoge- 
nesi (letteralmente nuova sintesi di glucosio), la bio- 
sintesi di glucosio da precursori non saccaridici. La 
gluconeogenesi avviene nel fegato e, in minor misu- 
ra, nel rene. 

I precursori non saccaridici che possono essere con- 
vertiti in glucosio comprendono i prodotti della glico- 
lisi lattato e piruvato, intermedi del ciclo dell’acido 
citrico e molti amminoacidi. Per prima cosa però, tut- 


Figura 21.1 Le vie che convertono il lat- 
tato, il piruvato e gli intermedi del ciclo 
dell'acido citrico in ossalacetato. Tutti 
gli amminoacidi, eccetto la leucina e la 
lisina, possono essere convertiti in os- 
salacetato e quindi in glucosio median- 
te queste reazioni. 


Succinato 


te queste sostanze devono essere convertite in ossala- 
cetato, il composto di partenza della gluconeogenesi 


. (Fig. 21.1). I soli amminoacidi che non possono esse- 


re conyertiti in ossalacetato negli animali sono la leu- 
cina e la lisina, in quanto la loro via di demolizione 
produce soltanto acetil-CoA (paragrafo 24.3F), che gli 
animali non sono in grado di convertire in ossalace- 
tato. Per gli stessi motivi, anche gli acidi grassi non 
possono essere usati come precursori del glucosio, in 
quanto la maggioranza degli acidi grassi viene de- 
gradata completamente ad acetil-CoA (paragrafo 
23.2C). Nelle piante invece, il ciclo del gliossilato (pa- 
ragrafo 21.2) genera ossalacetato a partire da acetil- 
CoA e quindi i lipidi possono servire come unica fonte 
di carbonio per le cellule delle piante. Il glicerolo, 
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Figura 21.2 La conversione del piruvato in ossalacetato e poi in fo- 
sfoenolpiruvato coinvolge (1) la piruvato carbossilasi e (2) la PEP car- 
bossichinasi (PEPCK). 


un prodotto della demolizione dei triacilgliceroli, vie- 
ne convertito in glucosio mediante la sua trasforma- 
zione in un intermedio glicolitico, il diidrossiacetone 
fosfato, come è descritto nel paragrafo 23.1. 


A. La via gluconeogenetica 


La gluconeogenesi utilizza gli enzimi glicoliti- 
ci. Tre di questi enzimi, l’esochinasi, la fosfofrutto- 
chinasi (PFK) e la piruvato chinasi, catalizzano però 

reazioni in cui si ha una profonda variazione negati- 
| va dell’energia libera nella direzione della glicolisi. 
Queste reazioni devono quindi essere sostituite nella 
gluconeogenesi da altre reazioni che rendano la sin- 
tesi del glucosio termodinamicamente più favorevo- 
le. Come nel metabolismo del glicogeno, reincontria- 
mo un tema ricorrente e cioè le vie biosintetiche e 
degradative differiscono in almeno una reazione. Ciò 
consente alle vie nelle due direzioni di non essere ter- 
modinamicamente favorite nelle stesse condizioni fi- 
siologiche e di essere controllate separatamente in mo- 
do che una direzione possa venire attivata e l’altra 
. inibita. 


Il piruvato viene convertito in ossalacetato 
prima che si formi il fosfoenolpiruvato 


[902 ] La formazione del fosfoenolpiruvato (PEP) da 
piruvato, la reazione inversa della piruvato chinasi, 
è endoergonica e quindi richiede un rifornimento 
energetico. Ciò viene raggiunto convertendo prima 
il piruvato in ossalacetato. Questo composto è un in- 
termedio «ad alta energia» la cui decarbossilazione 
esoergonica fornisce l’energia libera necessaria alla 
sintesi del PEP. Il processo richiede la partecipazione 
di due enzimi (Fig. 21.2): 


1. La piruvato carbossilasi catalizza la formazio- 
ne guidata dall’ATP di ossalacetato da piruvato 
e HCO;7. 


2. La PEP carbossichinasi (PEPCK) converte l’os- 
salacetato in PEP in una reazione che utilizza GTP — 
come agente fosforilante. 


La piruvato carbossilasi 
ha come gruppo prostetico la biotina 


La piruvato carbossilasi, scoperta nel 1959 da 
Merton Utter, è una proteina tetramerica, composta 
da subunità identiche con una massa molecolare di 
circa 120 KD, ognuna delle quali contiene un gruppo 
prostetico biotina. La biotina (Fig. 21.3a) agisce da 
trasportatore di CO: formando un sostituente carbos- 
silico sul suo gruppo ureidico (Fig. 21.3b). La biotina 
è covalentemente legata all’enzima da un legame ami- 
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Figura 21.3 (a) La biotina è costituita da un anello imidazolico fuso 
a un anello tetraidrotiofenico con una catena laterale di valerato. 

indicata la chiralità dei suoi tre centri asimmetrici. Le posizioni 1, 
2 e 3 costituiscono un gruppo ureidico. (b) Carbossibiotinil-enzima: 
l’atomo N(1) del gruppo ureidico della biotina è il sito di carbossila- 
zione. La biotina è legata covalentemente alla carbossilasi mediante 
un legame amidico tra il gruppo carbossilico della sua catena laterale 
di valerato ed un gruppo amminico e di un residuo di Lys dell'enzima. 
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dico tra il gruppo carbossilico della sua catena latera- 
le valerica e il gruppo amminico e di un residuo di 
Lys dell’enzima, formando un residuo di biocitina 
(detta anche biotinillisina) (Fig. 21.3b). Il sistema ad 
anelli della biotina è posto quindi alla fine di un brac- 
cio flessibile lungo circa 14 À, molto simile a quello 
del gruppo prostetico acido lipoico del complesso della 
piruvato deidrogenasi (paragrafo 19.2A). 

La biotina, che fu identificata per la prima volta 
nel 1935 come un fattore di crescita del lievito, è un 
nutriente essenziale anche nell’uomo. La sua deficien- 
za è rara in quanto è presente in molti tipi di ali- 
menti e viene sintetizzata dai batteri intestinali. La 
deficienza di biotina nell’uomo deriva quasi sempre 
dal troppo consumo di uova non cotte. Infatti, il bian- 
co dell’uovo contiene una proteina, l’avidina, che 
lega biotina così saldamente (la costante di dissocia- 
zione K è 10-'5m) che impedisce il suo assorbimen- 
to intestinale (le uova cotte non presentano questo 
problema, in quanto l’avidina viene denaturata dalla 
cottura). Si pensa che la presenza di avidina nelle 
uova serva ad impedire la crescita di microorgani- 
smi in questo ambiente ricco di sostanze nutrienti. 
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La reazione della piruvato carbossilasi 


La reazione della piruvato carbossilasi avviene 
in due tappe (Fig. 21.4): 


1. La biotina viene carbossilata sull’atomo N(1°) dal 
bicarbonato, in una reazione favorita dall’idrolisi 
concomitante dell’ATP. Il gruppo carbossilico che 
si è formato è «attivato» (poiché il suo AG°’ di 
rottura è — 19,7 kJ- mol-!) e può quindi essere 
trasferito senza richiedere altra energia libera. 

2. Il gruppo carbossilico attivato viene trasferito dalla 


carbossibiotina al piruvato formando ossalacetato. 


Queste due tappe della reazione avvengono in due 
subsiti diversi dello stesso enzima; il braccio di 14 
À che regge la biotina serve a spostare l’anello bioti- 
nico tra i due subsiti. 


L’acetil-CoA regola la piruvato carbossilasi 


La sintesi dell’ossalacetato è una reazione ana- 
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Figura 21.4 !| meccanismo della reazione della piruva- 
to carbossilasi. La reazione avviene in due tappe. (1) 


o Ni Pai La biotina viene carbossilata sull’atomo N(1) dallo io- 
C—-C— CHo—C ne bicarbonato con la concomitante idrolisi di ATP. 
__/ PRE ost (2) L'attacco nucleofilico del C(3) del piruvato in for- 


(6) 
Ossalacetato 


ma di enolato al gruppo carbossilico attivato genera 
l’ossalacetato. 
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Figura 21.5 Il meccanismo della PEPCK. La decarbossilazione dell’os- 
salacetato (un a-chetoacido) forma un anione enolato stabilizzato per 
risonanza il cui atomo di ossigeno attacca il gruppo fosforico y del 
GTP, formando PEP e GDP. 
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plerotica (di riempimento) che aumenta l’attività del 
ciclo dell’acido citrico (paragrafo 19.4A). L’accumulo 
del substrato del ciclo dell’acido citrico è quindi un 
segnale di richiesta di maggiori quantità di ossalace- 
tato. Infatti, l’acetil-CoA è un potente attivatore allo- 
sterico della piruvato carbossilasi; l’enzima è pratica- 
mente inattivo senza avere legato a sé l’acetil-CoA. 
Se però il ciclo dell’acido citrico è inibito (da ATP o 
da NADH, la cui presenza in elevate concentrazioni 
indica che la domanda della fosforilazione ossidati- 
va è soddisfatta; paragrafo 19.4), l’ossalacetato en- 
tra nella gluconeogenesi. 


La PEP carbossichinasi 


[soe]La PEPCK, un enzima monomerico con una 


massa molecolare di 74 kD, catalizza la decarbossila- 
zione favorita dal GTP dell’ossalacetato per formare 
PEP e GDP (Fig. 21.5). Notate che la CO, che carbos- 
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‘ sila il piruvato producendo ossalacetato viene elimi- 


nata durante la formazione del PEP. L’ossalacetato 
può quindi essere considerato come una forma di pi- 
ruvato «attivata» con CO, e la biotina facilita l’atti- 
vazione a spese dell’idrolisi dell'ATP. L’acetil-CoA vie- 
ne attivato in modo analogo per la biosintesi degli 
acidi grassi, attraverso un processo di carbossilazione- 
decarbossilazione (paragrafo 23.4B). 


La gluconeogenesi necessita del passaggio 
di metaboliti tra i mitocondri e il citosol 


La generazione di ossalacetato da piruvato o da 
intermedi del ciclo dell’acido citrico avviene soltanto 
all’interno dei mitocondri, mentre gli enzimi che con- 
vertono il PEP in glucosio sono citosolubili. La loca- 
lizzazione cellulare della PEPCK varia con la specie. 
Nel fegato di topo e di ratto essa è localizzata preva- 
lentemente nel citosol; nel fegato di piccione e di co- 
niglio è invece nei mitocondri e nel fegato umano 
o di cavia è ugualmente distribuita nei due compar- 
timenti. Perché la gluconeogenesi possa procedere, 
l’ossalacetato deve uscire dai mitocondri per essere 
convertito in PEP oppure il PEP formato nei mito- 
condri deve arrivare nel citosol. 

Il PEP viene trasportato attraverso la membrana 
mitocondriale da specifiche proteine di trasporto della 
membrana. Non esiste però un trasporto analogo per 
l’ossalacetato. Questo composto deve essere prima con- 
vertito in aspartato (Fig. 21.6, Via 1) oppure in mala- 
to (Fig. 21.6, Via 2), composti per i quali esiste un 
sistema mitocondriale di trasporto (paragrafo 20.18). 
La differenza tra queste due vie sta nel trasporto de- 
gli equivalenti riducenti del NADH. La via della ma- 
lato deidrogenasi (Via 2) genera il trasporto di equi- 
valenti riducenti dal mitocondrio al citosol, poiché 
utilizza NADH mitocondriale e produce NADH cito- 
solico. La via dell’aspartato amminotransferasi 
(Via 2) non coinvolge invece il NADH. Il NADH cito- 
solico è necessario per la gluconeogenesi e la via at- 
traverso il malato diventa quindi un requisito pri- 
mario. Se però il precursore della gluconeogenesi è 
il lattato (paragrafo 21.1C), la sua ossidazione a piru- 
vato genera NADH citosolico e, in questo caso, si pos- 
sono usare entrambe le vie di trasporto. Come abbia- 
mo visto in precedenza, le due vie possono essere 
usate in alternativa (se la Via 2 opera in senso contra- 
rio) per trasportare gli equivalenti riducenti del 
NADH nei mitocondri durante il metabolismo ossi- 
dativo (paragrafo 20.1B). 
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Reazioni idrolitiche invertono le reazioni 
della PFK e dell’esochinasi TI 


Le vie con direzione opposta della glicolisi e del- i l 
la gluconeogenesi utilizzano in molti casi gli stessi en- I 
zimi (Fig. 21.7). Oltre alla reazione della piruvato chi- 
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Figura 21.7 Le vie gluconeogenetica e glicolitica. Le tre tappe numera- 
te, che sono catalizzate da enzimi diversi nella gluconeogenesi sono 
indicate da frecce in rosso. | numeri tra parentesi sono i valori dei AG 
in kj - mol 7! nelle condizioni fisiologiche del fegato e nella direzione 
della gluconeogenesi. (Valori di AG da NewHotme, E.A. e LEECH, A.R., 
Biochemistry for medical sciences, p. 448, Wiley, 1983.) 


Ii Mii GEdts EI L 


652 Capitolo 21 


[809] [910] [911] 


nasi, la variazione dell’energia libera è largamente sfa- 
vorevole alla gluconeogenesi in altri due punti della via: 
la reazione della PFK e la reazione dell’esochinasi. In 
questi punti, invece di generare ATP mediante le rea- 
zioni inverse della glicolisi, il FBP e il GGP vengono idro- 
lizzati, rilasciando P;, in processi esoergonici cataliz- 
zati rispettivamente dalla fruttosio-1,6-bisfosfatasi 
(FBPasi) e dalla glucosio-6-fosfatasi. La glucosio-6-fo- 
sfatasi è un enzima presente solo nel fegato e nel rene 
e permette a questi tessuti di rifornire di glucosio gli altri. 
Per la presenza di enzimi gluconeogenetici separa- 
ti a livello delle tre tappe irreversibili nella via di con- 
versione del glucosio in piruvato, glicolisi e gluconeo- 
genesi sono termodinamicamente favorite. Ciò avvie- 
ne a spese dell’energia libera di idrolisi di due mo- 
lecole di ATP e di GTP per molecola di glucosio sin- 
tetizzata, oltre a quelle che vengono consumate di- 
rettamente nelle reazioni inverse della glicolisi. 


Glicolisi: 
glucosio +2NAD* +2ADP+2P; —> 
—> 2piruvato +2NADH + 4H* +2ATP +2H,0 


Gluconeogenesi: 
2piruvato +2NADH + 4H* + 4A/TP + 2GTP +6H,0 > 
— glucosio +2NAD* +4ADP +2GDP + 6P; 


Complessiva: 
2ATP+2GTP+4H,0 —> 2ADP +2GDP +4P; 


Questa perdita di energia libera in un processo cicli- 
co è termodinamicamente non evitabile e rappresen- 
ta il prezzo che si deve pagare per mantenere indi- 
x pendente la regolazione delle due vie. 


B. Regolazione della gluconeogenesi 


Se la glicolisi e la gluconeogenesi potessero pro- 
cedere in modo non controllato, il risultato sarebbe 
la formazione di un ciclo futile, con un consumo sen- 
za nessuna utilità di ATP e di GTP. Ciò però non 
accade in quanto le due vie sono regolate in modo 
da soddisfare le necessità dell’organismo. In condi- 
zioni di buona alimentazione, cioè quando il livello 
di glucosio è elevato, il fegato opera nel senso della 
conservazione delle sostanze nutrienti: la sintesi del 
glicogeno è operante e la via glicolitica e la piruvato 
deidrogenasi sono attive per demolire il glucosio ad 
acetil-CoA necessario per la biosintesi degli acidi gras- 
si. In condizioni di digiuno, il fegato mantiene co- 
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stante il livello di glucosio nel sangue, sia stimolando 
la demolizione del glicogeno, sia invertendo il flusso 
della glicolisi, cioè innescando la gluconeogenesi (che 
usa come precursori principalmente i prodotti della 
degradazione delle proteine). 


La glicolisi e la gluconeogenesi sono controllate 
mediante interazioni allosteriche 
e modificazioni covalenti 


La velocità e la direzione della glicolisi e della 
gluconeogenesi sono controllate a livello di quelle tap- 
pe in cui è possibile regolare separatamente la dire- 
zione in un senso o in senso contrario: le reazioni 
catalizzate da (1) esochinasi/glucosio-6-fosfatasi, da (2) 
PFK/FBPasi e da (3) piruvato chinasi/piruvato 
carbossilasi-PEPCK (Fig. 21.7). Nella Tabella 21.1 so- 
no elencati questi enzimi regolatori insieme ai loro 
effettori. I meccanismi principali sono rappresentati 
dalle interazioni allosteriche e dalle modificazioni co- 
valenti promosse dal cAMP (fosforilazione/defosfori- 


lazione; paragrafo 17.3). Le modificazioni mediate dal . 
cAMP rendono questo sistema sensibile al controllo 
da parte del glucagone e di altri ormoni che alterano . 


i livelli intracellulari di cAMP. 


Uno dei più importanti effettori allosterici coin-: 
volti nella regolazione della glicolisi e della gluconeo--. 


genesi è il fruttosio-2,6-bisfosfato (F2,6P), in grado di 
attivare la PFK e di inibire la FBPasi (paragrafo 17.3F). 
La concentrazione di F2,6P è determinata dalla sua 


velocità di sintesi e di demolizione, meccanismi con- =: 
trollati rispettivamente dalla fosfofruttochinasi-2: 


(PFK-2) e dalla bisfosfatasi-2 (FBPasi-2). Il controllo del- 
l’attività della PFK-2 e della FBPasi-2 rappresenta quin- 


di un importante aspetto della regolazione della glu-: 


coneogenesi, anche attraverso enzimi che non cata: 


lizzano reazioni implicate nella via metabolica. Le: 
attività della PFK-2 e della FBPasi-2, presenti sullo stes-.- 
so enzima bifunzionale, sono soggette a regolazione 
allosterica e a controllo da modificazioni covalenti' 


(Tabella 21.1). Bassi livelli di glucosio portano ‘all’atti- 


vazione ormonale della gluconeogenesi mediante la : 
regolazione della concentrazione di F2,6P (Fig. 21.8).- 

L'attivazione della gluconeogenesi nel fegato deter-. 
mina anche l’inibizione della glicolisi a livello della . 


piruvato chinasi. La piruvato chinasi epatica viene 


inibita sia in modo allosterico dall’alanina (un pre. 
cursore del piruvato; paragrafo 24.1A) che dalla fo- 
sforilazione, un meccanismo di modificazione cova:. 


lente. La demolizione del glicogeno viene stimolata 
al contrario soltanto dalla fosforilazione (paragrafo 
17.3C). Entrambe le vie tendono a fluire verso il G6P, 
che viene poi convertito in glucosio per essere espor 
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Enzima Inibitore Attivatore Fosforilazione Sintesi. 
allosterico allosterico dell'enzima della proteina 

PFK ATP, citrato AMP, F2,6P 

FBPasi AMP, F2,6P 

PK Alanina F1,6P Inattivazione 

Piruvato carbossilasi Acetil-CoA 

PEPCK Stimolata da glucagone 

PFK-2 Citrato AMP, F6P, P; Inattivazione 

FBPasi-2 F6P Glicerolo-3-P Attivazione 


tato al muscolo e al cervello. La piruvato chinasi del 
muscolo, una forma isoenzimatica della proteina del 
fegato, non è soggetta a questo tipo di controlli. Que- 
ste regolazioni potrebbero essere controproducenti 
per il muscolo poiché questo tessuto è privo della 
capacità di sintetizzare glucosio attraverso la via glu- 
coneogenetica. 


C. II ciclo di Cori 


L’energia per la contrazione muscolare è forni- 
ta dall’idrolisi dell’ A'TP, che viene poi rigenerato dalla 
fosforilazione ossidativa nei mitocondri delle fibre 
muscolari rosse (lente) e dalla glicolisi che produce 
lattato nelle fibre muscolari pallide (rapide). Anche 
le fibre rosse producono lattato quando la domanda 
di ATP supera il flusso ossidativo. Il lattato viene tra- 
sferito attraverso il sangue al fegato dove viene ri- 
convertito in piruvato dalla lattato deidrogenasi e poi 
a glucosio dalla gluconeogenesi. Quindi, mediante la 
comunicazione generata dal flusso sanguigno, il mu- 
scolo ed il fegato partecipano a un ciclo metabolico 
noto con il nome di ciclo di Cori (Fig. 21.9), così 
chiamato in onore di Carl e Gerti Cori che, per pri- 
mi, lo descrissero. Questo è lo stesso «ciclo futile» com- 
posto da glicolisi e da gluconeogenesi che consuma 
ATP, descritto in precedenza. In questo caso, invece 
di avvenire nella stessa cellula, le due vie hanno luo- 
go in organi diversi. L’ATP del fegato viene usato 
per risintetizzare il glucosio a partire da lattato pro- 
dotto nel muscolo. Il glucosio prodotto viene poi ri- 
trasferito al muscolo, dove viene conservato sotto for- 
ma di glicogeno e poi utilizzato, in base alla doman- 
da metabolica, per generare l’ATP necessario alla con- 
trazione muscolare. L’ATP usato dal fegato per por- 
tare avanti questo processo viene rigenerato dalla fo- 
sforilazione ossidativa. Dopo uno sforzo vigoroso, so- 
no necessari circa 30 minuti perché il consumo di 
ossigeno ritorni al livello basale, un fenomeno che 
viene detto debito di ossigeno. 


Bassa [glucosio] nel sangue 
Aumentata secrezione di glucagone 
aumentata [cAMP] 
Aumentata fosforilazione di enzimi 
j 
Attivazione della FBPasi-2 e inattivazione della PFK-2 
diminuita [F2,6P] 


Inibizione della PFK e attivazione della FBPasi 


Aumento della velocità della gluconeogenesi 


Figura 21.8 La regolazione ormonale della [F2,6P] attiva la gluconeo- 
genesi nel fegato quando la [glucosio] nel sangue è bassa. 


Figura 21.9 Il ciclo di Cori. Il lattato prodotto dalla glicolisi nel mu- 
scolo viene trasportato dal flusso sanguigno al fegato dove viene con- 
vertito in glucosio dalla gluconeogenesi. Il flusso sanguigno trasporta 
di nuovo il glucosio al muscolo, dove viene conservato sotto forma 
di glicogeno. 
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Figura 21.10 Alla via del gliossilato partecipano sia enzimi mitocon- 
driali che gliossisomiali. L'isocitrato liasi e la malato sintasi, enzimi 
tipici dei gliossisomi delle piante, sono evidenziati dai quadrati az- 
zurri. La via porta alla conversione netta di due molecole di acetil- 
COA in ossalacetato. (1) L'ossalacetato mitocondriale viene convertito 
in aspartato e trasportato nel gliossisoma, dove viene riconvertito in 
ossalacetato. (2) L'ossalacetato si condensa con l’acetil-CoA per for- 
mare citrato. (3) L'aconitasi catalizza la conversione del citrato in iso- 


Citosol 


© 88-08-10538-5 


Mitocondrio 


Ossalacetato 


citrato. (4) L’isocitrato liasi catalizza la rottura dell’isocitrato in succi- 
nato e gliossilato. (5) La malato sintasi catalizza la condensazione 
del gliossilato con acetil-CoA formando malato. (6) Dopo il suo tra- 
sporto nel citosol, la malato deidrogenasi converte il malato in ossala- 
cetato che può essere utilizzato nella giuconeogenesi. (7) Il succinato 
viene trasportato nel mitocondrio dove è riconvertito in ossalacetato 
attraverso il ciclo dell'acido citrico. 
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2. LA VIA DEL GLIOSSILATO 


Le piante, ma non gli animali, possiedono enzi- 
mi che mediano la conversione netta dell’acetil-CoA 
ad ossalacetato. Questo avviene ad opera della via 
del gliossilato (Fig. 21.10), una via che comprende 
enzimi che appartengono sia ai mitocondri che ai 
gliossisomi (un organello delle piante circondato da 
membrana; paragrafo 1.24). L’ossalacetato mitocon- 
driale viene convertito in aspartato dall’aspartato am- 
minotransferasi e trasportato nei gliossisomi dove vie- 
ne riconvertito in ossalacetato (Fig. 21.10, reazione 
1). L’ossalacetato si condensa poi con l’acetil-CoA per 
formare il citrato che, a sua volta, si isomerizza ad 
isocitrato come nel ciclo dell’acido citrico (Fig. 21.10; 
reazioni 2 e 3). L’isocitrato liasi dei gliossisomi rom- 
pe quindi l’isocitrato in succinato e gliossilato (da qui 
il nome della via; Fig. 21.10; reazione 4). Il succinato 
viene trasportato all’interno dei mitocondri dove en- 
tra nel ciclo dell’acido citrico per essere convertito 
ad ossalacetato. La via del gliossilato risulta quindi 
nella conversione dell’acetil-CoA in gliossilato, invece 
che in due molecole di CO-, come avviene nel ciclo del- 
l’acido citrico. 

Il gliossilato viene poi trasformato in ossalacetato 
in due reazioni (Fig. 21.10): 


Reazione 5. La malato sintasi, un enzima del glios- 
sisoma, condensa il gliossilato con una seconda mole- 
cola di acetil-CoA per formare il malato. 
Reazione 6. La malato deidrogenasi citosolica ca- 
talizza l’ossidazione del malato in ossalacetato, uti- 
lizzando il NAD*. 


La reazione complessiva del ciclo del gliossilato non 
è altro che la formazione dell’ossalacetato da due mo- 
lecole di acetil-CoA. 


2acetil-CoA +2NAD* +FAD —> 
—> ossalacetato + 2C0ASH +2NADH + FADH,+2H* 


L’isocitrato liasi e la malato sintasi, i soli enzimi della 
via del gliossilato tipici delle piante, consentono ai 
semi durante la germinazione di convertire le loro 
riserve di triacilgliceroli in glucosio, attraverso la for- 
mazione intermedia dell’acetil-CoA. 


3. BIOSINTESI DEGLI OLIGOSACCARIDI 
E DELLE GLICOPROTEINE 


Gli oligosaccaridi sono costituiti da unità mo- 
nosaccaridiche tenute insieme da legami glicosidici 
(legami tra il C(1), l’atomo di carbonio anomerico di 
una unità e un gruppo OH della seconda unità; para- 
grafo 10.1C). Sono a tutt’oggi noti circa 80 tipi diver- 
si di legami glicosidici presenti in natura, la maggior 
parte dei quali comprendono residui di mannosio, 
N-acetilglucosammina, acido N-muramico, glucosio, 
fucosio (6-deossiglucosio), galattosio, acido N- 
acetilneuramminico (acido sialico) e N-acetilgalatto- 
sammina (paragrafo 10.1). I legami glicosidici sono 
presenti anche nei lipidi (glicosfingolipidi; paragrafo 
11.1D) e nelle proteine (glicoproteine; paragrafo 
10.30). 

La formazione di un legame glicosidico richiede in 
condizioni fisiologiche un rifornimento di energia li- 
bera (AG°’=16 kJ- mol!) Questa energia libera, 
come abbiamo visto nel caso della sintesi del glicoge- 
no (paragrafo 17.2B), viene ottenuta mediante la con- 
versione del monosaccaride in un complesso 
nucleotide-zucchero. Il legame di un nucleotide all’a- 
tomo di carbonio anomerico è un buon sistema di 
attivazione e quindi facilita la formazione di un le- 
game glicosidico con una seconda unità saccaridica 
attraverso reazioni catalizzate dalle glicosil transfe- 
rasi (Fig. 21.11). I nucleotidi che partecipano al tra- 


Figura 21.11 | nucleotidi con zuccheri legati sono i donatori glicosi- 
dici nella biosintesi degli oligosaccaridi, catalizzata dalle glicosil tran- 
sferasi. : 
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sferimento dei monosaccaridi sono l’UDP, il GDP e 
il CMP; un dato zucchero si associa sempre con un 
solo tipo di nucleotide (Tabella 21.2). 


A. Sintesi del lattosio 


Alcuni disaccaridi vengono sintetizzati per es- 
sere utilizzati in seguito come fonti di energia meta- 
bolica. 

Un tipico disaccaride è il lattosio (68-galattosil- 
(1 — 4)}glucosio, lo zucchero del latte), che viene 
sintetizzato nella ghiandola mammaria da parte del- 
la lattosio sintasi (Fig. 21.12). Il donatore dello zuc- 
chero è l’UDP-galattosio, che si forma per epimeriz- 
zazione dell’UDP-glucosio (paragrafo 16.5B). L’accet- 
tore dello zucchero è il glucosio. 


x 


La lattosio sintasi è costituita da due subunità: 


1. La galattosil transferasi, la subunità catalitica, 
è presente in molti tessuti dove catalizza la rea- 
zione tra l’UDP-galattosio e l’N-acetilglucosammina 
per formare l’N-acetilattosammina, un componen- 
te di molti oligosaccaridi complessi (vedi, per 
esempio, Fig. 21.16, reazione 10). 

2. L’a-lattalbumina, una proteina della ghiandola 
mammaria che non ha attività catalitica, altera la 
specificità della galattosil transferasi e l’enzima 
in presenza di questa proteina utilizza come ac- 
cettore il glucosio, invece dell’N-acetilglucosam- 
mina, formando in questo caso il lattosio. 


B. Sintesi delle glicoproteine 


Le proteine destinate alla secrezione, all’incor- 
porazione nelle membrane o localizzate all’interno 
di organelli intracellulari contengono carboidrati e 
quindi possono essere classificate come glicoprotei- 


ne. La glicosilazione e la modificazione dell’oligosac-. 
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Figura 21.12 La lattosio sintasi catalizza la formazione di lattosio da 
UDP-galattosio e glucosio. i 
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Figura 21.13 Tipi di legami glicosidici nelle glicoproteine. (a) Legame 
glicosidico N , si forma con un residuo di Asn nella sequenza ammi- 
noacidica Asn-X-Ser/Thr. (b) Legame glicosidico O, si forma con un 
residuo di Ser (o Thr). (c) Legame glicosidico O, si forma con un 
residuo di 5-idrossilisina nel collageno. 
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caride ha un ruolo fondamentale sul destino e sulla 
distribuzione di queste proteine nelle localizzazioni 
cellulari corrette. La parte polipeptidica viene sinte- 
tizzata sui ribosomi e successivamente modificata me- 
diante l’aggiunta di oligosaccaridi. 

Le porzioni oligosaccaridiche delle glicoproteine, co- 
me abbiamo visto nel paragrafo 10.3C, possono esse- 
re suddivise in due gruppi: 


1. Gli oligosaccaridi con legami N, che sono lega- 
ti alla loro catena polipeptidica da un legame 8-N- 
glicosidico alla catena laterale di un residuo di Asn 
posto in una sequenza Asn-X-Ser oppure Asn-X- 
Thr, dove X può essere qualunque amminoacido, 
eccetto la Pro e forse l’Asp (Fig. 21.130). 

2. Gli oligosaccaridi con legami O, che sono lega- 
ti alla loro catena polipeptidica da un legame a-0- 
glicosidico a un residuo di Ser o di Thr (Fig. 21.13b) 
oppure, ma soltanto nel collageno, a un residuo 
di 5-idrossilisina (Fig. 21.130). 


Prenderemo in considerazione separatamente la sin- 
tesi di questi due tipi di oligosaccaridi. 


Le glicoproteine con legami N 
vengono sintetizzate in quattro tappe 


[917] Le glicoproteine con legami glicosidici N vengo- 
no formate nel reticolo endoplasmatico ed ulterior- 
mente manipolate nell’apparato di Golgi. La sintesi 
dei loro gruppi saccaridici avviene in quattro tappe: 


1. La sintesi di un precursore oligosaccaridico lega- 
to ad un lipide. 

2. Trasferimento di questo precursore al gruppo 
NH? di un residuo di Asn del polipeptide in fase 
di crescita. 

3. Rimozione di alcune delle unità saccaridiche del 
precursore. 

4. Aggiunta di altre unità saccaridiche al nucleo oli- 
gosaccaridico rimasto. 


* Discuteremo queste tappe in questo ordine. 


CH3z 


Gli oligosaccaridi legati con legami N 
vengono costruiti su trasportatori di dolicolo 


Gli oligosaccaridi legati con legami N vengono 
sintetizzati inizialmente come precursori legati a un 
lipide. Il componente lipidico in questo processo è 
il dolicolo, un poliisoprenolo a catena lunga conte- 
nente da 14 a 24 unità isopreniche (da 17 a 21 negli 
animali e da 14 a 24 nei funghi e nelle piante; le 
unità isopreniche sono composti a cinque atomi di 
carbonio il cui scheletro carbonioso è quello dell’iso- 
prene; paragrafo 23.6A), che è legato al precursore 
oligosaccaridico mediante un ponte pirofosforico (Fig. 
21.14). Apparentemente, il dolicolo ancora l’oligosac- 
caride alla membrana del reticolo endoplasmatico du- 
rante la sua fase di costruzione. Il coinvolgimento 
di oligosaccaridi legati a lipidi nella sintesi delle gli- 
coproteine fu per la prima volta stabilito da Arman- 
do Parodi e da Luis Leloir nel 1972, i quali dimostra- 
rono che quando un oligosaccaride legato a un lipide 
e contenente [!*C] glucosio viene incubato con mi- 
crosomi di fegato di ratto (frammenti vescicolari di 
reticolo endoplasmatico isolato), la radioattività si as- 
socia alle proteine. 


Le glicoproteine con legami N 
hanno un nucleo oligosaccaridico comune 


[919]La via di sintesi del dolicolo-PP-oligosaccaride 
è costituita dall’aggiunta a tappe di unità monosac- 
caridiche al glicolipide in fase di crescita da parte di 
specifiche glicosil transferasi per formare una strut- 
tura comune. Ogni unità monosaccaridica viene ag- 
giunta da una glicosil transferasi specifica (Fig. 21.15). 
Per esempio, nella reazione 3 della Fig. 21.15, vengo- 
no aggiunte cinque unità di mannosio attraverso 
l’azione di cinque diverse mannosil transferasi, cia- 


Figura 21.14 | precursori saccaridici dei glicosidi legati con legami 
N sono sintetizzati sotto forma di dolicolopirofosfato-glicosidi. | doli- 
coli sono poliisoprenoli a catena lunga (n= 14-24) in cui l’unità iso- 
prenica « è satura. 
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Figura 21.15 La via di sintesi del dolicolo-PP-oligosaccaride. (1) Ag- 
giunta di N-acetilglucosammina-1-P al dolicolo-P. (2) Aggiunta di una 
seconda unità di N-acetilglucosammina. (3) Aggiunta di cinque resi- 
dui di mannosio da parte del GDP-mannosio in reazioni catalizzate 
da cinque mannosil transferasi diverse. (4) Aggiunta di quattro resi- 
dui di mannosio da parte del dolicolo-P-mannosio in reazioni cata- 
lizzate da quattro mannosil transferasi diverse. (5) Aggiunta di tre 
residui di glucosio da parte del dolicolo-P-glucosio. (6) Trasferimen- 
to dell’oligosaccaride dal dolicolo-PP alla catena polipeptidica a li- 
vello di un residuo di Asn in una sequenza Asn-X-Ser/Thr e rilascio 
del dolicolo-PP. (7) Idrolisi del dolicolo-PP a dolicolo-P. (8) Il dolicolo-P 
può essere formato per fosforilazione del dolicolo da parte del CTP. 
(9) Sintesi del dolicolo-P-mannosio da GDP-mannosio e dolicolo-P. 
(10) Sintesi del dolicolo-P-glucosio da UDP-glucosio e dolicolo-P. 


scuna con una diversa specificità per l’oligosaccari- 
de accettore. Il nucleo oligosaccaridico, il prodotto 
della reazione 5 della Fig. 21.15, ha la composizione 
(N-acetilglucosammina),(mannosio)y(glucosio);. 
Anche se gli zuccheri legati ai nucleotidi sono le 
forme più comuni di donatori di unità monosaccari- 
diche nelle reazioni delle glicosil transferasi, diverse 
unità di mannosio e di glucosio vengono trasferite al 
dolicolo-PP oligosaccaride in fase di crescita dai loro 
corrispondenti derivati dolicolo-P. La necessità di di- 
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sporre di dolicolo-P-mannosio fu scoperta da Stuart 
Kornfeld, il quale stabilì che le cellule mutanti di lin- 
foma di topo (il linfoma è una forma di cancro) non 
erano in grado di produrre il normale oligosaccaride 
legato ai lipidi e formavano un glicolipide più picco- 
lo e difettoso. Queste cellule contengono tutte le gli 
cosil transferasi necessarie, ma non sono in grado 
di sintetizzare il dolicolo-P-mannosio (la reazione 9 
nella Fig. 21.15 è bloccata). Quando questa sostanza 
viene aggiunta dall’esterno alle cellule mutanti, le uni- 
tà di mannosio vengono addizionate al dolicolo-PP- 
oligosaccaride difettoso. ì 


Gli oligosaccaridi legati all’asparagina 
vengono traslocati sulle proteine 


Il virus della stomatite vescicolare (VSV), 
che infetta i gatti producendo sintomi simili a quelli 
dell’influenza, è un eccellente sistema modello per 
lo studio delle modificazioni delle glicoproteine con 
oligosaccaridi legati con legami N. Il rivestimento del 
virus VSV è costituito dalla membrana della cellula 
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ospite in cui è immersa una singola proteina virale, 
la proteina G del VSV. Poiché l’infezione virale 
usurpa pressoché totalmente alla cellula colpita il mac- 
chinario che sintetizza le proteine, l’apparato di Gol- 
gi di una cellula infettata dal virus VSV, che normal- 
mente contiene centinaia di tipi diversi di glicopro- 
teine, contiene invece quasi esclusivamente la glico- 
proteina virale proteina G. Di conseguenza la matu- 
razione della proteina G diventa abbastanza facile da 
seguire. 

Gli studi sulle cellule infettate dal VSV hanno sta- 
bilito che il trasferimento dell’oligosaccaride legato 
al lipide a una catena polipeptidica avviene mentre 
la catena polipeptidica è ancora in fase di crescita. 
La proteina G viene glicosilata da un enzima che 
trasferisce gli oligosaccaridi legati alla membra- 
na e che riconosce la sequenza amminoacidica Asn- 
X-Ser/Thr (Fig. 21.15, reazione 6; Fig. 21.16, reazione 
1). Soltanto un terzo circa dei siti Asn-X-Ser/Thr del- 
le proteine eucariotiche vengono utlizzati per la gli- 
cosilazione. L’applicazione dei sistemi di predizione 
della struttura (paragrafo 8.1C) alle sequenze che fian- 
cheggiano i siti di glicosilazione, insieme a studi di 
glicosilazione di polipeptidi modello, ha suggerito che 
questi siti sono presenti in ripiegamenti 8 o in gomi- 
ti in cui il gruppo N—H del legame peptidico forma- 
to dal residuo di Asn è impegnato in un legame idro- 
geno con l’atomo di ossigeno ossidrilico del residuo 
di Ser o di Thr. Questo fatto ci spiega perché la posi- 
zione X non può essere occupata da un residuo di 
Pro; esso impedirebbe al segmento Asn-X-Ser/Thr di 
raggiungere la giusta conformazione per generare 
il legame idrogeno. 


La modificazione delle glicoproteine 
inizia nel reticolo endoplasmatico 
e viene completata nell’apparato di Golgi 


La modificazione delle glicoproteine primarie 
inizia nel reticolo endoplasmatico mediante la rimo- 
zione catalizzata da enzimi dei tre residui di gluco- 
sio terminali (Fig. 21.16, reazioni 2 e 3) e dei residui 


Figura 21.16 Via schematica di maturazione dell’oligosaccaride pre- 
sente sulla glicoproteina del virus della stomatite vescicolare. Le rea- 
zioni sono catalizzate da: (1) enzima legato alla membrana che trasfe- 
risce gli oligosaccaridi, (2) a-glucosidasi I, (3) a-glucosidasi Il, (4) 
a-1,2-mannosidasi del reticolo endoplasmatico, (5) a-mannosidasi | 
di Golgi, (6) N-acetilglucosamminil transferasi |, (7) a-mannosidasi 
Il di Golgi, (8) N-acetilglucosamminil transferasi II, (9) fucosil transfe- 
rasi, (10) galattosi! transferasi, (11) sialil transferasi. Le proteine lisoso- 
miali sono modificate da (1) N-acetilglucosamminil fosfotransferasi e 
(11) N-acetilglucosammina-1-fosfodiestere a-N-acetilglucosamminidasi. 
Il trasferimento dal reticolo endoplasmatico ruvido alle cisterne cis 
e trans di Golgi avviene per mezzo di vescicole membranose. (Fonte: 
KORNFELD, R. e KORNFELD, S., Annu. Rev. Biochem., 54, p. 640, 1985.) 
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Figura 21.17 La maggior parte delle proteine destinate ad essere se- 
crete oppure ad essere inserite in una membrana vengono sintetizza- 
te da ribosomi legati al reticolo endoplasmatico ruvido (in alto). Men- 
tre vengono sintetizzate le proteine sono iniettate nel lume del retico- 
lo oppure inserite nella sua membrana (paragrafo 11.3F). Dopo la 
modificazione iniziale, la proteina viene incapsulata in vescicole for- 
mate dalla membrana del reticolo endoplasmatico, che in seguito fon- 
dono con le cisterne cis dell'apparato di Golgi. Le proteine vengono 
ulteriormente modificate, a seconda della loro destinazione finale (Fig. 
21.16), nelle cisterne cis, mediane o trans di Golgi, tra cui vengono 
trasportate sempre da vescicole membranose. Nelle cisterne trans (in 
basso), le glicoproteine completate vengono raccolte per essere invia- 
te alla loro destinazione finale, per esempio i lisosomi, la membrana 
plasmatica oppure i granuli di secrezione, a cui vengono trasportate 
da altre vescicole. 
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di mannosio (Fig. 21.16, reazione 4). Le glicoproteine 
vengono poi trasferite mediante vescicole membra- 
nose all’apparato di Golgi, dove continua il processo 
di modificazione. 

L’apparato di Golgi è costituito da una sovrapposi- 
zione di sacchi membranosi (in numero variabile da 
5 a 20 a seconda della specie; Fig. 21.17; un’immagi- 
ne dell’apparato di Golgi è riportata nella Fig. 1.5). 
L’apparato di Golgi contiene almeno tre diversi tipi 
di sacchi detti cisterne cis, mediane e trans, ognu- 
na delle quali contiene, come dimostrarono James 
Rothman e Kornfeld, gruppi diversi di enzimi coin- 
volti nei processi di modificazione delle glicoprotei- 
ne. Mentre una glicoproteina attraversa l’apparato di 
Golgi, passando dalle cisterne cis a quelle mediane 
e poi a quelle trans, i suoi residui di mannosio ven- 
gono rimossi e vengono aggiunti residui di N- 
acetilglucosammina, di galattosio, di fucosio e di aci- 
do sialico in modo da completare il processo (Fig. 
21.16; reazioni 5.11). Le glicoproteine vengono rag- 
gruppate nelle cisterne trans per essere poi trasferi- 
te alle loro localizzazioni cellulari finali. Le glicopro- 
teine vengono trasportate a queste destinazioni rac- 
chiuse in vescicole membranose (paragrafo 11.3F). 

Esiste un’enorme diversità tra gli oligosaccaridi le- 
gati alle glicoproteine con legami N, come è indicato 
per esempio nella Fig. 10.29c. Praticamente ogni gli- 
coproteina con una data catena polipeptidica presen- 


ta una considerevole microeterogeneità nei suoi resi- - 


dui saccaridici (paragrafo 10.3C), probabilmente a cau- 
sa di una incompleta glicosilazione e per la mancan- 
za di una specificità assoluta da parte delle glicosil 
transferasi e delle glicosidasi. 

Il processo di modificazione degli oligosaccaridi le- 
gati con legami N sembra essere sempre lo stesso fi- 
no alla reazione 4 della Fig. 21.16 e quindi tutti que- 
sti oligomeri presentano un nucleo comune compo- 
sto da (N-acetilglucosammina);(mannosio); (cinque 
residui di mannosio che non fanno parte del nucleo 
vengono rimossi dalla glicoproteina del VSV duran- 
te le reazioni 5 e 7). La diversità tra gli oligosaccaridi 
legati con legami N dipende quindi dalla sequenza 
di eventi che accadono dopo la reazione 7. L’oligo- 
saccaride prodotto da questo processo può essere clas- 
sificato in tre gruppi diversi: 


1. Oligosaccaridi con alto contenuto in manno- 
sio (Fig. 21.18a), che contengono da 2 a 9 residui 
aggiunti al nucleo pentasaccaridico comune (resi- 
dui in rosso nella Fig. 21.18). 

2. Oligosaccaridi complessi (Fig. 21.18b), che con- 
tengono un numero variabile di unità di N- 
acetilglucosammina e di acido sialico o di fucosio 
legati al nucleo saccaridico comune. 
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Figura 21.18 La struttura tipica di un oligosaccaride legato con lega- 
mi N (a) ad alto contenuto di mannosio, (b) complesso e (c) ibrido. 
Il nucleo pentasaccaridico comune in questi oligosaccaridi è indicato 
in rosso. (Fonte: KORNFELD, R. e KORNFELD, S., Annu. Rev. Biochem., 
54, p. 633, 1985) 


3. Oligosaccaridi ibridi (Fig. 21.18c), che conten- 
gono elementi sia delle catene ad alto contenuto 
di mannosio sia degli oligosaccaridi complessi. 


Non è ancora chiara la relazione tra il tipo di oligo- 
saccaride e la funzione o la destinazione finale delle 
glicoproteine a cui appartengono. Le glicoproteine li- 
sosomiali però sembrano avere catene oligosaccaridi- 
che che appartengono alla varietà con un alto conte- 
nuto di mannosio. 


Gli inibitori hanno facilitato lo studio della 
glicosilazione caratterizzata da legami N 


La definizione della sequenza di eventi che ac- 
compagnano il processo di glicosilazione è stata faci- 
litata dall’uso di inibitori che bloccano specifici enzi- 
mi coinvolti in questo processo. Due dei composti più 
utilizzati a questo scopo sono gli antibiotici tunica- 
micina (Fig. 21.19a), un analogo idrofobico dell’UDP- 
N-acetilglucosammina, e bacitracina (Fig. 21.20), un 
polipeptide ciclico. Queste molecole furono scoperte 


proprio per la loro capacità di inibire la biosintesi 
della parete cellulare dei batteri, un processo a cui 
partecipano oligosaccaridi legati a lipidi. La tunica- 
micina blocca la formazione dei dolicolo-PP- 
oligosaccaridi, inibendo la sintesi del dolicolo-PP-N- 
acetilglucosammina a partire dal dolicolo-P e dall’UDP- 
N-acetilglucosammina (Fig. 21.15, reazione 1). La tu- 
nicamicina ha una struttura simile a quella del com- 
posto di addizione di questi due reagenti (Fig. 21.19b) 
e si lega all’enzima con una costante di dissociazione 
di 7X1079M. 

La bacitracina forma un complesso con il dolicolo- 
PP, inibendo la sua defosforilazione (Fig. 21.15, rea- 
zione 7) e quindi impedendo la sintesi delle glicopro- 
teine da precursori oligosaccaridici legati a lipidi. La 


bacitracina è clinicamente utile in quanto distrugge 


la parete cellulare dei batteri, ma non ha alcun effet: 
to sulle cellule animali non essendo in grado di attra- 
versarne la membrana (la biosintesi della parete cel- 
lulare dei batteri è un processo extracellulare). 


Gli oligosaccaridi legati con legami O 
vengono formati dopo la sintesi della proteina 


Gli studi sulla biosintesi della mucina, una gli- 
coproteina con legami O secreta dalla ghiandola sali- 
vare sottomandibolare, hanno stabilito che gli oligo- 
saccaridi legati con legami O vengono sintetizzati nel- 


d 
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Figura 21.19 Confronto tra la struttura chimica della (a) tunicamicina 
e (b) del dolicolo-P+I’UDP-N-acetilglucosammina. 
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Figura 21.20 La struttura chimica della bacitracina. Notate che questo 
dodecapeptide contiene quattro residui p-amminoacidici e due lega- 
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l'apparato di Golgi mediante l’aggiunta di una serie 
di unità monosaccaridiche a una catena polipeptidi- 
ca completa (Fig. 21.21). La sintesi inizia con il trasfe- 
rimento dell’N-acetilgalattosammina (GalNAc) 
dall’UDP-GalNAc a un residuo di Ser o Thr della ca- 
tena polipeptidica ad opera della GalNAc transfe- 
rasi. Al contrario degli oligosaccaridi legati con le- 
gami N che vengono trasferiti a un residuo di Asn 
in una specifica sequenza amminoacidica, i residui 
di Ser o Thr impegnati in legami O-glicosidici non 
fanno parte di sequenze particolari. Sembra piutto- 
sto che la localizzazione dei siti di glicosilazione sia 
specificata soltanto dalla struttura secondaria o ter- 
ziaria del polipeptide. La glicosilazione continua con 
l’aggiunta, tappa dopo tappa, di galattosio, acido sia- 
lico, N-acetilglucosammina e fucosio ad opera delle 
rispettive glicosil transferasi. 


Gli oligosaccaridi sulle glicoproteine 
agiscono da siti di riconoscimento 


Le glicoproteine sintetizzate nel reticolo endo- 
plasmatico e modificate nell’apparato di Golgi sono 
destinate ad essere secrete, ad essere inserite nella 
membrana cellulare oppure ad essere incorporate ne- 
gli organelli subcellulari come i lisosomi (Fig. 21.17). 
Ciò suggerisce che gli oligosaccaridi possano servire 
da siti di riconoscimento per le diverse destinazioni 
delle glicoproteine. Per esempio, lo studio della ma- 
lattia detta «delle cellule I» (I cell disease; paragrafo 
11.3F) ha dimostrato che nelle glicoproteine enzima- 
tiche destinate ai lisosomi un residuo di mannosio 
viene convertito in mannosio-6-fosfato (M6P) duran- 
te il loro passaggio nelle cisterne cis dell’apparato di 
Golgi. Il processo coinvolge l’attività di due enzimi 
(Fig. 21.16, reazioni I e II), ma non è ancora noto 
come essi possano riconoscere i precursori lisosomia- 
li. Nelle cisterne trans, le glicoproteine con il grup- 
po MEP vengono raccolte in vescicole rivestite da spe- 
cifici recettori legati alla membrana, proteine con una 
massa di 215 kD dette recettori per 1’M6P. Gli in- 
dividui colpiti dalla malattia detta «/ cell disease» non 
hanno l’enzima che catalizza la fosforilazione del 
mannosio (Fig. 21.16, reazione I); questo fatto porta 
alla secrezione degli enzimi che invece di solito risie- 
dono nei lisosomi. 

Gli antigeni dei gruppi sanguigni ABO (paragrafo 
11.3D) sono glicoproteine con legami O. I loro oligo- 
saccaridi caratteristici sono presenti sia nei lipidi del- 
la superficie cellulare che nelle proteine di varie se- 
crezioni come la saliva. Questi oligosaccaridi sono si- 
ti di riconoscimento per gli anticorpi. 

Si pensa che le glicoproteine partecipino ai meccani- 
smi di riconoscimento tra cellula e cellula. Per esem- 


pio, un oligosaccaride legato con legame O a una gli- 
coproteina che riveste la superficie ovulare del topo 
(zona pellucida) agisce da recettore per lo sperma. 
Anche quando questo oligosaccaride viene separato 
dalla sua proteina mantiene la capacità di legare lo 
sperma di topo. 


4. LA VIA DEL PENTOSIO FOSFATO 


L’ATP è la «moneta» energetica della cellula; la 
sua idrolisi esoergonica viene accoppiata a molte fun- 
zioni cellulari endoergoniche. Le cellule possiedono 
però una seconda «moneta», il potere riducente. Molte 
reazioni endoergoniche, in particolare le biosintesi 
degli acidi grassi (paragrafo 23.4) e del colesterolo 
(paragrafo 23.6A), come pure la fotosintesi (paragra- 
fo 22.3A), hanno bisogno oltre che di ATP anche di 
NADPH. Anche se chimicamente sono molto simili, 
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Figura 21.21 La via proposta per la sintesi delle catene oligosaccaridi- 
che legate con legami O presenti sulla mucina di cane. 
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Figura 21.22 La via del pentosio fosfato. Il numero delle linee nelle 
frecce rappresenta il numero di molecole che reagiscono in un ciclo 
della via, in modo da convertire tre molecole di glucosio in tre mole- 
cole di CO, due di F6P e una di GAP. Per maggiore chiarezza, gli 
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il NADPH e il NADH non sono metabolicamente inter- 
cambiabili (ricordate che questi coenzimi differisco- 
no soltanto per un gruppo fosforico legato all’ossi- 
drile 2’ dell’adenosina del NADPH; Fig. 12.2). Men- 
tre il NADH partecipa all’utilizzazione dell’energia 
libera, generata dalle ossidazioni metaboliche per la 
sintesi di ATP (fosforilazione ossidativa), il NADPH 
partecipa invece nell’utilizzazione dell’energia libera 
prodotta dalle ossidazioni metaboliche nelle reazioni 
biosintetiche endoergoniche. 
Questa differenziazione è possibile perché gli enzi- 
mi deidrogenasici che partecipano al metabolismo os- 
sidativo al metabolismo riduttivo hanno un elevato 
grado di specificità nei confronti dei loro coenzimi. 
Di norma, le cellule mantengono il rapporto 
[NAD+*]/[NADHI] intorno a un valore di 1000, che fa- 
vorisce le ossidazioni metaboliche, e il rapporto 
[NADP*]/[NADPH] vicino a 0,01, che favorisce in- 
vece le riduzioni metaboliche. 
Il NADPH viene generato dall’ossidazione del GGP 
in una via metabolica alternativa alla glicolisi, la via 
del pentosio fosfato (chiamata anche shunt del- 
l’esosio monofosfato (HMP) oppure via del fosfo- 
gluconato; Fig. 21.22). Le prime prove sperimentali 
dell’esistenza di questa via metabolica furono otte- 
nute da Otto Warburg intorno al 1930, quando sco- 
prì il NADP+ mediante i suoi studi sull’ossidazione 
del G6P a 6-fosfogluconato. Altre indicazioni in que- 
sto senso derivano dalle osservazioni che i tessuti con- 
tinuano a respirare anche in presenza di elevate con- 
centrazioni di ione fluoruro che, come abbiamo vi- 
sto, blocca la glicolisi inibendo l’enolasi (paragrafo 
16.21). Fu soltanto negli anni ’50 che la via del pento- 
sio fosfato fu definitivamente caratterizzata da Frank 
Dickens, Bernard Horecker, Fritz Lipmann e Efraim 
Racker. I tessuti più attivamente coinvolti nella bio- 
sintesi degli acidi grassi e del colesterolo (il fegato, 
la ghiandola mammaria, il tessuto adiposo e la cor- 
teccia surrenale) hanno elevati contenuti degli enzi- 
mi della via del pentosio fosfato. 

La reazione complessiva della via del pentosio fo- 
sfato è 


3G6P + 6NADP* +3H,0 == 
== 6NADPH + 6H* + 3C0,+2F6P +GAP 


È possibile però dividere la via in tre fasi: 


1. Le reazioni ossidative (Fig. 21.22, reazioni 1.3), che 
producono NADPH e ribulosio-5-fosfato (Ru5P). 


3G6P +6NADP* 3H,0 —> 


——> GNADPH + 6H* + 3C0; + 3Ru5P 


2. Le reazioni di isomerizzazione e di epimerizza- 
zione (Fig. 21.22, reazioni 4 e 5), che trasformano 
il RuS5P rispettivamente in ribosio-5-fosfato 
(R5P) oppure in xilulosio-5-fosfato (XuS5P). 


3Ru5Pp => R5P +2Xu5P 


3. Una serie di reazioni di formazione e di rottura 
di legami C—C (Fig. 21.22, reazioni 6.8) che con- 
vertono due molecole di Xu5P ed una molecola 
di R5P in due molecole di fruttosio-6-fosfato (F6P) 
e in una molecola di gliceraldeide-3-fosfato (GAP). 


R5P + 2Xu5P =* 2F6P + GAP 


Le reazioni delle fasi 2 e 3 sono liberamente reversi- 
bili e quindi i livelli dei prodotti della via variano 
con le necessità della cellula. Per esempio, quando 
vi è la richiesta di R5P per la biosintesi dei nucleoti- 
di, la terza fase produce meno FG6P e GAP. 

In questo paragrafo discuteremo le tre fasi della via 
del pentosio fosfato e come essa viene controllata 
e vedremo anche le conseguenze di alcune sue ano- 
malie. 


A. Le reazioni ossidative 
per la produzione del NADPH 


Soltanto nelle prime tre reazioni della via del 
pentosio fosfato si ha la formazione di NADPH. 


1. La glucosio-6-fosfato deidrogenasi catalizza il 
trasferimento di uno ione idruro dal C(1) del GGP 
al NADP* formando 6-fosfoglucono-ò-lattone 
(Fig. 21.23). Il GGP, un emiacetale ciclico con l’ato- 
mo C(1) nello stato di ossidazione aldeidico, viene 
ossidato a un estere eterociclico (un lattone). L’en- 
zima è specifico per il NADP* e viene inibito 
fortemente dal NADPH. 

2. La 6-fosfoglucono lattonasi aumenta la velocità 
di idrolisi del 6-fosfoglucono-3-lattone a 6-fosfo- 
gluconato (anche la reazione non enzimatica av- 
viene a una velocità sostenuta), il substrato del- 
l'enzima ossidativo successivo della via metabolica. 

3. La fosfogluconato deidrogenasi catalizza la de- 
carbossilazione ossidativa del 6-fosfogluconato, un 
B-ossiacido, a Ru5P e CO, (Fig. 21.24). La reazio- 
ne è simile a quella catalizzata dall’enzima del 
ciclo dell’acido citrico isocitrato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 19.3C). 


La formazione del Ru5P completa la fase ossidativa 
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Figura 21.24 La reazione della fosfogluconato deidrogenasi. L'ossida- 
zione del gruppo ossidrilico forma un B-chetoacido facilmente decar- 
bossilabile (l’intermedio qui proposto non è mai stato isolato). 


‘ della via del pentosio fosfato. In questa fase si ha 
la formazione di due molecole di NADPH per ogni mo- 
lecola di G6P che entra nella via. Il prodotto Ru5P 
deve essere successivamente convertito in R5P oppu- 
re Xu5P per gli scopi futuri. , 


B. Isomerizzazione ed epimerizzazione 
del ribulosio-5-fosfato 


[928 ]Il Ru5P viene convertito a R5P dalla ribulo- 
sio-5-fosfato isomerasi (Fig. 21.22, reazione 4) e a 
Xu5P dalla ribulosio-5-fosfato epimerasi (Fig. 
21.22, reazione 5). 

Queste reazioni di isomerizzazione e di epimerizza- 
zione, come abbiamo già visto nel paragrafo 15.2B, 
avvengono mediante la formazione di un interme- 
dio enediolato (Fig. 21.25). 

Il R5P è un precursore essenziale nella biosintesi 
dei nucleotidi (paragrafi 26.2, 26.3 e 26.6). Se però 
si forma più R5P di quanto sia necessario, l’eccesso, 
insieme al Xu5P, viene convertito negli intermedi gli- 
colitici FEP e GAP, come vedremo in seguito. 


C. Reazioni di rottura e di formazione 
dei legami carbonio-carbonio 


La conversione di tre zuccheri a cinque atomi 
di carbonio (C5) in due zuccheri a sei atomi (Cg) ed 
uno a tre atomi (C3) coinvolge una specie di «gioco 
di prestigio» catalizzato da due enzimi, la transal- 
dolasi e la transchetolasi. Come abbiamo visto nel 
paragrafo 15.2E, le reazioni enzimatiche in cui si ha 
la rottura o la formazione di un legame carbonio- 
carbonio, presentano, di solito, un meccanismo che 
implica la formazione di un carbanione stabilizzato 
e la sua addizione a un centro elettrofilico come un’al- 


deide. Questo è il tema dominante sia nella reazione . 


della transaldolasi che della transchetolasi. 


La transchetolasi catalizza 
il trasferimento di unità C; 


La transchetolasi, che ha come cofattore la tia- 
mina pirofosfato (TPP; paragrafo 16.3B), catalizza il 
trasferimento di una unità C, dallo Xu5P al RS5P, for- 
mando GAP e sedoeptulosio-7-fosfato (S7P) (Fig. 
21.22, reazione 6). Nella reazione si ha la formazione 
di un addotto covalente tra lo Xu5p e la TPP (Fig. 
21.26). 
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Figura 21.25 Le reazioni della ribulosio-5-fosfato isomerasi e della 
ribulosio-5-fosfato epimerasi portano alla formazione di intermedi ene- 
diolato. Nella reazione dell’isomerasi (a destra) una base sull’enzima 
rimuove un protone dal C(1) del Ru5P formando un 1,2-enediolato, 
che poi lega un protone sul C(2) formando RSP. Nella reazione del- 
l'epimerasi (a sinistra) una base dell'enzima rimuove un protone dal 
C(3) del Ru5P formando un 2,3-enediolato. Viene poi aggiunto un 
protone allo stesso atomo di carbonio, ma con la configurazione in- 
vertita, formando Xu5P. 


Figura 21.26 La transchetolasi utilizza come coenzima la tiamina pi- 
rofosfato per stabilizzare il carbanione che si forma durante la rottura 
del legame C(2)—C(3) dello Xu5P. La reazione avviene nel seguente 
modo: (1) il carbanione della TPP attacca il gruppo carbonilico dello 
XUuSP. (2) La rottura del legame C(2)—C(3) forma GAP e l'enzima 
con legato la 2-(1,2-diidrossietil)-TPP, un carbanione stabilizzato per 
risonanza. (3) Il carbanione sul C(2) attacca l'atomo di carbonio aldei- 
dico del R5P formando un addotto S7P-TPP. (4) La TPP viene elimina- 
ta generando S7P ed enzima-TPP libero. 
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{CH30H 
yen, — ii —“0Ld i 3 I 
Pr. ‘+ Figura 21.27 La transaldolasi contiene un residuo di Lys essenziale schetolasi e della transaldolasi servono a convertire giuesizae 
a dr forma cd rasa dl Schiff con il 57P Litri a la do: CD) il l'eccesso di R5P in intermedi glicolitici, quando la perossidasi 
i scissione aldolica. La reazione avviene nel seguente modo: (1) il ra A . ; 2GS -05-0-H PCISSSISS 
H-_C_0H gruppo amminico e del residuo di Lys essenziale forma una base di richiesta metabolica di NADPH supera quella di R5P GSH+ i GSSG + ROH +0 
| Schiff con il. gruppo carbonilico del S7P. (2) Si forma un carbanione per la biosintesi dei nucleotidi. Il FEP e la GAP che organico 
H-;C—-0H stabilizzato della base di Schiff durante la reazione di scissione aldo- si formano vengono consumati attraverso la glicolisi 
lica che porta alla rottura del legame tra C(3) e C(4) con eliminazione RULE RA de d 
Hal _oH di E4P. (3) Il carbanione stabilizzato per risonanza legato all'enzima e la fosforilazione ossidativa oppure riciclati da parte Il GSH viene poi rigenerato mediante la riduzione 
S7TP ,CHr_0_POf ISS SIE AVE NNO e di SIE) i de SI dela: GICONCOSCa AL Ber rar HE, del GSSG da parte del NADPH, catalizzata dalla glu- 
viene idrolizzata, rigenerando l'enzima attivo e rilasciando F6P. In quest’ultimo caso, una molecola di GGP puo essere tatione reduttasi (paragrafo 14.4). 
_ 1 convertita, ‘attraverso sei cicli della via del pentosio . 
OH fosfato e la gluconeogenesi, in sei molecole di CO; con gone 
CH,0H La transaldolasi catalizza il trasferimento la concomitante formazione di 12 molecole di NADPH. GSSG+NADPH+H* —_— 2GSH+ NADP+ 


+ 
Lys(CHg)4 NALc 


Quando la richiesta di R5P supera quella del NADPH, 
il F6P e la GAP possono essere prelevati dalla via gli- 


Un costante rifornimento di NADPH è quindi essen- 


Capi La transaldolasi catalizza il trasferimento di una colitica e usati per la sintesi di R5P mediante le rea- ziale per l’integrità dell’eritrocita. 
vlc Lo "i unità C3 dal S7P alla GAP formando eritrosio-4-fo- zioni inverse della transaldolasi e della transchetolasi. 
I sfato (E4P) e F6P (Fig. 21.22, reazione 7). La reazio- Il flusso attraverso la via del pentosio fosfato e quin- ) . . s ; “i 
H-C_0H ne avviene mediante una scissione aldolica (paragra- di la velocità di produzione del NADPH è controllato La primachina determina RR ADCRBa emolitica 
H—C—0H fo 16.2D) che inizia con la formazione di una base dalla velocità della reazione della glucosio-6-fosfato in: soggetti con una deficienza S 
H_ 50 2- di Schiff tra un gruppo amminico e di un residuo deidrogenasi (Fig. 21.22, reazione 1). L'attività di que- di glucosio-6-fosfato deidrogenasi 
ba ca PaSEoe essenziale di Lys del gruppo carbonilico del S7P (Fig. sto enzima, che catalizza la prima tappa di comando odo . j i 
la 21.27). della via del pentosio fosfato (AG= — 17,6 kJ- mol-! La somministrazione di alcuni farmaci, compre- 
i nel fegato), viene regolata dalla concentrazione del so l’agente antimalarico primachina, determina una 
H—-C—-0H NADP* (disponibilità del substrato). Quando una grave anemia emolitica in soggetti con una 
DO CH,0P0? 3 in va seconda reazione Ia toasiathiciolaz cellula consuma NADPH, la concentrazione di Slucosio-6-fosfato deidrogenasi mutata, un difetto ge- 
cH.oH forma GAP e una seconda molecola di F6P NADP* aumenta insieme alla velocità della reazio- metico comune tra le popolazioni asiatiche e mediter- 
CH30H nia ne della glucosio-6-fosfato deidrogenasi, stimolando —ranee 


I e. 
Lys(CH,),,—NH=C <> Lys(CHa)4—NH—-0 
| 


Î La transchetolasi, in una seconda reazione, tra- quindi la rigenerazione di NADPH. CHa 


Lys(CH2)y— NH3 + C70 


a ia 
SIRO 
H-C—-0H 


nioso (Fig. 21.22, reazioni 6-8) sono riassunte nella 


Fig. 21.28. 
D. Controllo 


della via del pentosio fosfato 


[933]I prodotti principali della via del pentosio fo- 
sfato sono il R5P ed il NADPH. Le reazioni della tran- 


(6) C+ e + Ci 
(7) C+ Ca È C+ CC 
(8) Co + Cq == C+ Gg 
(Somma) 3C, == 2Cg + C3 


Figura 21.28 La formazione e la rottura di legami C—C che converto- 


no tre molecole di zuccheri Cz in due molecole di Cg ed una mole- - ..: 


cola di C3 nella via del pentosio fosfato. | numeri alla sinistra di ogni 
reazione corrispondono a quelli delle reazioni riportate nella Fig. 21.22. 


tesi anche per diversi processi riduttivi. 

Per esempio, l’integrità della membrana dell’eritro- 
cita richiede un rifornimento continuo di glutatione 
ridotto (GSH), un tripeptide che contiene Cys (para- 
grafo 14.4). 

Una delle funzioni principali del glutatione nell’eri- 
trocita è l’eliminazione dell’H,0, e dei perossidi or- 
ganici. 

L’acqua ossigenata, un prodotto tossico di diversi 
processi ossidativi, reagisce con i doppi legami de- 
gli acidi grassi della membrana cellulare dell’eritro- 
cita formando perossidi organici. Questi, a loro vol- 


| ta, danno origine a reazioni che portano alla rot- 


tura di legami C—C dell’acido grasso, danneggian- 
do la membrana. Nell’eritrocita, la formazione non 
controllata di perossidi determina la lisi prematu- 
ra della cellula. I perossidi vengono eliminati me- 
diante l’azione della glutatione perossidasi, uno 
dei pochi enzimi che hanno il selenio come cofatto- 
re, e la formazione di glutatione ossidato (in forma 
di disolfuro, GSSG). 


la sferisce una unità C, da una seconda molecola di NH-—CH—CH,— CH, —CHo_NHy 
HO H Xu5P all’E4P formando GAP e un’altra molecola di Le N 
F6P (Fig. 21.22, reazione 8). La terza fase della via: E. Deficienza 1 . N 
del pentosio fosfato trasforma quindi due molecole di glucosio-6-fosfato deidrogenasi 
di Xu5P e una di R5P.in due molecole di F6P e una . H3C0 A 
di GAP. Queste trasformazioni dello scheletro carbo- Il NADPH è necessario oltre che per le biosin- Primachina 


Questo difetto, legato al sesso, è dovuto a un gene 
alterato per la glucosio-6-fosfato deidrogenasi. Nella 
maggior parte delle condizioni, gli eritrociti mutanti 
possiedono quantità sufficienti di attività dell’enzi- 
ma per le loro funzioni normali. La primachina, pe- 
rò, stimola la formazione di perossidi e incrementa 
la domanda di NADPH a livelli che la cellula mutan- 
te non è in grado di produrre. Il principale motivo 
dei bassi livelli dell’attività dell'enzima nelle cellule 
mutate è l’accelerata velocità di demolizione dell’en- 
zima mutato (la degradazione delle proteine è discus- 
sa nel paragrafo 30.6). Questa osservazione'spiega per- 
ché i pazienti con un difetto di glucosio-6-fosfato dei- 
drogenasi reagiscono alla primachina con un’anemia 
emolitica, ma si riprendono in una settimana anche 
se il trattamento con primachina continua. Gli eri- 
trociti maturi mancano del nucleo e di tutto il mac- 
chinario per la sintesi delle proteine e quindi non 
possono sostituire le molecole enzimatiche che ven- 
gono degradate (allo stesso modo non possono sinte- 
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tizzare nuovi componenti della membrana e per que- 
sto motivo sono così sensibili a danni della loro mem- 
brana). Il trattamento iniziale con primachina deter- 
mina la lisi degli eritrociti vecchi in cui la 
glucosio-6-fosfato deidrogenasi mutata è stata larga- 
mente degradata. I prodotti della lisi stimolano il ri- 
lascio di cellule giovani che contengono molto più 
enzima e quindi possono difendersi meglio dagli ef- 
fetti della primachina. 

Sono a tutt'oggi note più di 100 mutazioni della 
glucosio-6-fosfato deidrogenasi, alcune delle quali so- 
no presenti con un’elevata incidenza in particolari 
popolazioni. Per esempio, la cosiddetta «deficienza ti- 
po A», che presenta circa il 10% dell’attività normale 
della glucosio-6-fosfato deidrogenasi, ha un’inciden- 
za dell’11% tra i neri americani. Ciò, insieme al fatto 
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Il lattato, l’acido piruvico, gli intermedi del ciclo 
dell’acido citrico e molti amminoacidi possono essere 
convertiti dalla gluconeogenesi in glucosio attraverso 
la formazione di ossalacetato. Perché questo avven- 
ga, è necessario superare le tre tappe irreversibili del- 
la glicolisi. La reazione della piruvato chinasi viene 
superata convertendo il piruvato in ossalacetato in 
una reazione favorita dall’ATP e catalizzata dal 
biotinil-enzima piruvato carbossilasi. L’ossalacetato 
viene successivamente fosforilato dal GTP e decarbos- 
silato a PEP in una reazione catalizzata dalla PEPCK. 
Nelle specie in cui questo enzima è citosolico, l’ossala- 
cetato deve essere trasportato dai mitocondri al cito- 
sol mediante la sua conversione in malato o in aspar- 
tato. La conversione a malato comporta il contempo- 
raneo trasferimento di equivalenti riducenti nella for- 
ma di NADH. Le altre due tappe irreversibili della 
glicolisi, la reazione della PFK e la reazione dell’eso- 
chinasi, vengono superate semplicemente idrolizzan- 
do i loro prodotti FBP e G6P da parte della FBPasi 
e della glucosio-6-fosfatasi. È quindi possibile sinte- 
tizzare una molecola di glucosio dal piruvato a spese 
di quattro molecole di ATP (e due di GTP), molto di 
più di quanto venga generato nel processo inverso. 
La glicolisi e la gluconeogenesi vengono regolate in mo- 
do tale che il glucosio venga consumato solo quando 
vi è una domanda di ATP e venga sintetizzato quan- 
do questa richiesta è bassa. I punti di controllo di 
questo sistema di regolazione sono a livello delle tap- 
pe piruvato chinasi/piruvato carbossilasi — PEPCK, 


che vi è un’aumentata prevalenza del difetto di 
glucosio-6-fosfato deidrogenasi nelle aree malariche, 
suggerisce che queste mutazioni possano conferire 
una resistenza al parassita della malaria, il Plasmo- 
dium falciparum. 

Gli eritrociti con un difetto di glucosio-6-fosfato dei- 
drogenasi sembrano essere meno idonei delle cellule 
mormali per il Plasmodium, forse perché il parassita 
necessita di elevate quantità dei prodotti della via del 
pentosio fosfato oppure perché le cellule vengono li- 
sate prima che il parassita abbia avuto il tempo di 
maturare. Quindi, come nel tratto dell’anemia a cel- 
lule falciformi (paragrafo 6.3A), un difetto di 
glucosio-6-fosfato deidrogenasi conferisce un vantag- 
gio selettivo agli individui che vivono in aree in cui 
la malaria è endemica. 


PFK/FBPasi ed esochinasi/glucosio-6-fosfatasi. La re- 
golazione di questi enzimi avviene in gran parte at- 
traverso interazioni allosteriche e modificazioni enzi- 
matiche dipendenti dal cAMP. Il muscolo, che non ha 
gluconeogenesi, trasferisce la maggior parte del latta- 
to che produce al fegato attraverso il flusso sangui- 
gno, per essere convertito in glucosio e ritornare al 


muscolo. Questo ciclo, detto ciclo di Cori, sposta il pe- . 


so metabolico per la generazione ossidativa dell’ATP 
necessario per la gluconeogensi dal muscolo al fegato. 

Gli animali non possono convertire gli acidi grassi 
in glucosio, in quanto mancano degli enzimi necessa- 
ri a sintetizzare l’ossalacetato da acetil-CoA. Le pian- 
te invece possono farlo mediante il ciclo del gliossila- 
to, un processo gliossisomale che converte due mole- 
cole di acetil-CoA in una molecola di ossalacetato at- 
traverso la formazione intermedia di gliossilato. 

I legami glicosidici si formano dal trasferimento del- 
l’unità monosaccaridica di uno zucchero-nucleotide ad 
una seconda unità saccaridica. Queste reazioni han- 
no luogo nella sintesi dei disaccaridi come il lattosio 


e dei carboidrati delle glicoproteine. Nelle glicoprotei- 
ne con legami N, la componente saccaridica viene at- 


taccata alla proteina mediante un legame N-glicosidico 
a un residuo di Asn nella sequenza Asn-XSer/Thr. Nelle 
glicoproteine con legami O, i carboidrati sono legati 
con legami glicosidici O a residui di Ser, di Thr oppu- 
re, come nel collageno, a residui di 5-idrossilisina. La 
sintesi degli oligosaccaridi legati con legami N inizia 
nel reticolo endoplasmatico con la formazione di un 
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precursore legato ai lipidi, costituito da dolicolo piro- 
fosfato legato a un nucleo oligosaccaridico comune 
composto da 14 unità. L’oligosaccaride viene trasferi- 
to a un residuo di Asn di una catena polipeptidica 
in fase di crescita. La glicoproteina con legami N im- 
matura viene poi trasferita, mediante vescicole mem- 
branose, alle cisterne cis dell’apparato di Golgi. L’oli- 
gosaccaride viene modificato attraverso la rimozione 
dei residui di mannosio e l’aggiunta di una varietà 
di altre unità monosaccaridiche; queste reazioni sono 
catalizzate da specifici enzimi presenti nelle cisterne 
cis, mediane e trans dell’apparato di Golgi. Le glico- 
proteine mature vengono accumulate e selezionate nel- 
le cisterne trans dell’apparato di Golgi sulla base del- 
la natura chimica dell’oligosaccaride e trasportate alla 
loro destinazione finale. I tre principali tipi di oligo- 
saccaridi identificati nelle glicoproteine con legami N 
sono: oligosaccaridi ad alto contenuto di mannosio, 
complessi e ibridi; tutti contengono però un nucleo 
comune di cinque unità. Gli studi sulla formazione 
delle glicoproteine sono stati facilitati dall’uso di an- 
tibiotici, come la tunicamicina e la bacitracina, che 
inibiscono enzimi specifici coinvolti nella sintesi di que- 
sti oligosaccaridi. Gli oligosaccaridi legati con legami 
O vengono sintetizzati nell’apparato di Golgi mediante 
l’attacco sequenziale di specifiche unità monosaccari- 
diche ad alcuni residui di Ser o di Thr. Sembra che 
gli oligosaccaridi delle glicoproteine servano da segnali 
di riconoscimento per il trasporto della glicoproteina 
alla sua destinazione cellulare appropriata e per il 
riconoscimento tra cellula e cellula. 

La cellula utilizza il NAD+ nelle reazioni ossidati- 
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ve e il NADPH nelle biosintesi riduttive. Il NADPH 
viene sintetizzato dalla via del pentosio fosfato, un 
sistema alternativo di ossidazione del glucosio. Que- 
sta via metabolica sintetizza anche il R5P necessario 
per la sintesi dei nucleotidi. Le prime tre reazioni 
della via del pentosio fosfato coinvolgono l’ossidazio- 
ne del GGP a RUSP con la liberazione di una moleco- 
la di CO; e la formazione di due molecole di NADPH. 
Questa fase è seguita dalle reazioni di isomerizza- 
zione del Ru5P a R5P oppure di epimerizzazione a 
XuS5P. Ogni molecola di R5P non necessaria per la 
sintesi dei nucleotidi, insieme a due molecole di XuSP, 
viene convertita in due molecole di F6P e una moleco- 
la di GAP mediante l’azione sequenziale della tran- 
schetolasi, della transaldolasi e ancora della tran- 
schetolasi. I prodotti della via del pentosio fosfato 
dipendono dalle necessità della cellula. Il F6P e la GAP 
possono essere metabolizzati attraverso la glicolisi 
e il ciclo dell’acido citrico oppure riciclati mediante 
la gluconeogenesi. Se il NADPH è in eccesso, la parte 
terminale della via del pentosio fosfato può essere 
invertita per formare RS5P da intermedi della glicoli- 
si. La via del pentosio fosfato viene controllata a li- 
vello della sua prima tappa di comando, la reazione 
della glucosio-6-fosfato deidrogenasi, principalmente 
dalla concentrazione di NADP+. Una deficienza ge- 
netica di glucosio-6-fosfato deidrogenasi determina 
un’anemia emolitica in seguito alla somministrazio- 
ne di primachina, un farmaco antimalarico. Questa 
deficienza, che è dovuta ad un’accelerata degrada- 
zione dell’enzima mutato, determina una resistenza 
alla malaria. 
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smo che li ha prodotti e gli organismi non fotosinte- 


tici che, direttamente 0 indirettamente, consumano 
gli organismi fotosintetici. Infatti, anche l’industria 
moderna è strettamente dipendente dai prodotti del- 
la fotosintesi, in quanto il carbone, il petrolio e il gas 
(i cosiddetti combustibili fossili) sono i resti di orga- 
nismi preistorici. È stato stabilito che la fotosintesi 
fissa annualmente circa 1011 tonnellate di carbonio, 
che rappresenta l’immagazzinamento di oltre 10!5 
kJ di energia. La fotosintesi ha prodotto, inoltre, nel 
corso di eoni l'ossigeno presente nell'atmosfera della 


iii see 


937 


1. Confrontate l'efficienza energetica relativa, espressa 


in molecole di ATP per molecola di glucosio ossida- 
to, dell’ossidazione del glucosio attraverso la via in condizioni fisiologiche? Assumete che il AG°' sia 


glicolitica + il ciclo dell’acido citrico con quella del- uguale a zero € che T sia 37 °C. 
l'ossidazione del glucosio attraverso la via del pento- 7 
6. Se il GGP è marcato con 1*C nella posizione C(2), qual 


NADH+NADP* == NAD ++NADPH 


sio fosfato + la gluconeogenesi. Assumete che il NADH x IO, A } 

ed il NADPH siano ugualmente ener getici ed equiva- opa va. sa e. I Terra. 

o s (0) ella via de entosio tostato opo un giro della 

Ieuiia pe maenle 317° via? Qual è la Gisnrbuzione della sido dopo il. Il concetto che le piante traggono nutrimento da 

2. Anche se gli animali non possono sintetizzare gluco- passaggio di questi prodotti attraverso la gluconeo- cose così impalpabili come la luce e l’aria ha impie- 
gato circa due secoli prima di essere accettato. Nel 


1648, il medico fiammingo Jean-Baptiste von Helmont 
riportò che la crescita di un salice non determinava 
significative variazioni nel peso del terreno in cui 
l'albero aveva messo le radici. Anche se doveva an- 


sio da acetil-CoA, se un ratto viene alimentato con genesi e un secondo giro nella via del pentosio fosfato? 
acetato marcato con !*C, una frazione della marca- 
tura appare nel glicogeno estratto dai suoi muscoli. 
Spiegate il perché. 


#7. Le velocità metaboliche relative in un organismo della 
glicolisi +il ciclo dell’acido citrico in rapporto alla via 
del pentosio fosfato +la gluconeogenesi possono 5 


3. Le sostanze che inibiscono specifiche tappe del pro- sere misurate confrontando la velocità di produzio- : SOA 
cesso di modificazione delle glicoproteine con lega- ne di !4C0, dopo somministrazione di glucosio mar- cora passare circa un secolo perché venisse formula- 
mi N sono stati utilizzati per identificare le sue di- cato con !C sull’atomo C(1) oppure sull’atomo C(6). ta la legge della conservazione della materia, van Hel- 
verse fasi. Spiegate il perché. - spiegate il perché. mont attribuì l'aumento del peso dell’albero all’ac- 
4. Mediante l'ingegneria genetica avete ottenuto un en- 8. Alla luce del fatto che una mut sa se .qua che aveva assunto. Questa idea fu ripresa ed este- 
zima non più regolabile che può utilizzare sia NAD* s Mer de RO AIPDRICA SO sa nel 1727 da Stephen Hales che propose che le piante 
par ; ? che vantaggiosa, determina una anormale sensibilità ; Ndr 
che NADP* in una reazione redox. Quali saranno . . 1 i è estraessero parte della loro materia dall’aria. 
1 fisiologiche di - b alla primachina, combinata con l’enorme complessi ; Saida x ; 
e conseguenze jologiche un organismo che pos- tà genetica degli esseri umani, commentate la possi La prima indicazione che le piante producono ossì- 
sieda un enzima di questo tipo? sità di ; iu no fu ottenuta dal prete inglese Jose h Priestle 
bilità di produrre un farmaco che non presenti effet- geno fu ottenuta prete ing <B>: ya 
uno dei pionieri della chimica, che riportò 


5. Qual è la variazione di energia libera della reazione ti collaterali atipici in un individuo. 
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‘Per il fatto che le candele bruciano molto bene nell’a- 
ria in cui le piante sono cresciute per lungo tempo e 
avendo ragione di pensare che ci sia qualcosa nella 
vegetazione che ripristina l’aria inquinata dalla respi- 
razione, io credo che sia possibile che lo stesso proces- 
so possa ripristinare l’aria consumata dall’ardere del- 
le candele. In base a ciò, il 17 di luglio del 1771, ho 
messo una piantina di menta in una certa quantità 
di aria che era stata utilizzata per far ardere una can- 
dela di cera fino all’esaurimento ed ho scoperto che 
il 27 dello stesso mese un’altra candela poteva ardere 
perfettamente nella stessa aria’. 


Anche se Priestley scoprì in seguito l’ossigeno che 
egli chiamò «aria deflogisticata», fu Antoine Lavoisier 
che stabilì il ruolo di questo elemento nella combu- 
stione e nella respirazione. Il lavoro di Priestley ispi- 
rò il medico olandese Jan Ingen-Housz che, nel 1779, 
dimostrò che il potere «purificatore» delle piante di- 
pendeva dall’influenza del Sole sulle loro parti verdi. 
Nel 1782, il pastore svizzero Jean Senebier provò che 
la CO», che egli chiamò «aria fissata» viene assunta 
durante la fotosintesi. 

Il suo compatriota Theodore de Saussure scoprì, nel 
1804, che la somma del peso della sostanza organica 
prodotta dalle piante e dell’ossigeno svolto era supe- 
riore al peso della CO, che esse consumavano. Egli 
concluse quindi che l’acqua, la sola altra sostanza che 
egli aggiungeva al suo sistema, era' necessaria per la 
fotosintesi. 

L’ingrediente finale nella ricetta della fotosintesi fu 
scoperto dal fisiologo tedesco Robert Mayer nel 1842, 
uno dei padri della prima legge della termodinami- 
ca: egli concluse che le piante convertivano l’energia 
della luce in energia chimica. 


Figura 22.1 Fotografia al microscopio elettronico (a) e rappresenta- 
zione schematica (b) di un cloroplasto di granoturco. ((a) Per gentile 
concessione di Lester Shumway, College of Eastern Utah. 
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1. CLOROPLASTI 


[939]! siti della fotosintesi negli eucarioti (alghe e 
piante superiori) sono i cloroplasti, un organello sub- 
cellulare membranoso (paragrafo 1.2A). Le prime in- 
dicazioni sulla funzione dei cloroplasti furono rac- 
colte da Theodor Englemann nel 1882; egli osservò 
che i piccoli e mobili batteri che utilizzano l’O; si 
aggregano sulla superficie dell’alga Spirogyra, circon- 
dando il suo singolo cloroplasto, ma soltanto quando 
il cloroplasto è illuminato. Questi organelli devono 
essere quindi i siti di sviluppo dell’ossigeno indotto 
dalla luce, cioè della fotosintesi. I cloroplasti che pos- 
sono variare da 1 a 1000 per cellula, possono avere 
dimensioni e forme considerevolmente diverse ma, 
nella media, sono ellissoidi con una lunghezza di cir- 
ca 5 um. Come i mitocondri, che essi ricordano per 
molti aspetti, i cloroplasti hanno una membrana ester- 


na altamente permeabile e una membrana interna - È 


praticamente impermeabile, separata da uno stretto 
spazio intermembrana (Fig. 22.1). La membrana in- 
terna circonda lo stroma, una soluzione concentrata 
di enzimi che contiene il DNA, l’PRNA e i ribosomi 
necessari per la sintesi di alcune proteine dei cloro- 
plasti — molto simile alla matrice mitocondriale. Lo 
stroma circonda, a sua volta, un terzo compartimen- 


to membranoso, il tilacoide (dal greco: thylakos, sac- i E. 


co o tasca). Il tilacoide è costituito probabilmente da 
una vescicola molto ripiegata, anche se in molti or- 
ganismi appare come una serie di sacchi simili a di- 
schi, detti grani, impilati l’uno sull’altro e collegati 
tra loro da lamelle stromali non ripiegate. Un clo- 
roplasto di norma può contenere da 10 a 100 grani. 
Le membrane tilacoidi derivano da invaginazioni del- 
la membrana interna formatesi durante lo sviluppo 
del cloroplasto e ricordano le creste mitocondriali. 


Compartimento 
tilacoide 
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[s40]I lipidi delle membrane tilacoidi hanno una 
composizione particolare e caratteristica. In esse è pre- 
sente soltanto il 10% di fosfolipidi; la maggioranza, 
circa 1’80%, è costituita da mono- e digalattosil dia- 
cilgliceroli non carichi e il restante 10% dai solfoli- 
pidi solfochinovosil diacilgliceroli. 


X-_CHy 
Ho O, O CH, (0) 
H I Il 
A 
OH  HsC_0—-C—R, 
X=0H Galattosil diacilglicerolo 
CH,0H 
HO 0, 0 
H 
x = OH H Digalattosil diacilglicerolo 
H OH 
X=S07 Solfochinovosil diacilglicerolo 


Le catene aciliche di questi lipidi presentano un ele- 
vato grado di insaturazione, che conferisce alle mem- 
brane tilacoidi una notevole fluidità. 

La fotosintesi avviene in due fasi distinte: 


1. Le reazioni alla luce, che utilizzano l’energia 
della luce per generare NADPH e ATP. 

2. Le reazioni al buio, dette anche reazioni indi- 
pendenti dalla luce, che utilizzano il NADPH e 
’ATP per favorire la sintesi di carboidrati da CO) 
e H20. 


Figura 22.2 Fotografia al microscopio elettronico di una sezione tra- 
sversale del batterio purpureo fotosintetico Rhodobacter sphaeroides. 
Le invaginazioni della sua membrana plasmatica formano tubuli con- 
nessi all’esterno detti cromatofori, indicati dalle frecce (qui visti in 
sezione trasversale): essi sono i siti della fotosintesi. (Per gentile con- 
cessione di Gerald A. Peters, Virginia Commonwealth University.) 
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Le reazioni alla luce avvengono nelle membrane tila- 
coidi e coinvolgono un processo che ricorda il tra- 
sporto degli elettroni e la fosforilazione ossidativa nei 
mitocondri (paragrafi 20.2 e 20.3). Nei procarioti fo- 
tosintetici, che non hanno cloroplasti, le reazioni alla 
luce hanno luogo nella membrana plasmatica (inter- 
na) della cellula, oppure in sue invaginazioni specia- 
lizzate chiamate cromatofori (Fig. 22.2; ricordate che 
i cloroplasti si sono evoluti dai cianobatteri che han- 
no assunto una relazione simbiotica con un eucariote 
non fotosintetico; paragrafo 1.2A). Negli eucarioti, le 
reazioni al buio avvengono nello stroma mediante 
una serie ciclica di reazioni catalizzate da enzimi. 
Nei paragrafi seguenti analizzeremo in dettaglio le 
reazioni alla luce e al buio. 


2. REAZIONI ALLA LUCE 


Nella prima decade di questo secolo si pensava 
che la luce, una volta assorbita dai pigmenti fotosin- 
tetici, potesse ridurre direttamente la CO, che, a sua 
volta, si combinava con l’acqua per formare i carboi- 
drati. In questo caso, la CO. sarebbe la fonte dell’O, 
che si genera durante la fotosintesi. Nel 1931 però, 
Cornelius van Niel dimostrò che i batteri fotosinteti- 
ci verdi, anaerobi che utilizzano l’HpS nella fotosin- 
tesi, generano zolfo: 


luce 
CO2+2H,S —> (CH20)+2S+ H30 


La somiglianza chimica tra l’H,S e l'H,0 portò van 
Niel a proporre che la reazione fotosintetica genera- 
le fosse: 


luce 
CO2+ RHA —> (CH30) +2A +H30 


dove H3A è l’acqua nelle piante verdi e nei ciano- 
batteri e 1’H,S nei solfobatteri fotosintetici. Ciò sug- 
gerisce che la fotosintesi sia un processo in due fasi 
in cui la luce serve ad ossidare il composto H3A (rea- 
zioni alla luce): 


luce 
2H3A —> 2A +4[H] 
e il risultante agente riducente [H] riduce in seguito 
la CO; (reazioni al buio): 


lu 


ce 
4[H]+ CO, —> (CH20)+ H20 


Quindi, nella fotosintesi aerobica, è l’acqua, e non 
la CO: ad essere fotolisata (rotta dalla luce). 
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La validità dell’ipotesi di van Niel fu stabilita in 
modo inequivocabile da due prove sperimentali. Nel 
1937, Robert Hill scoprì che quando i cloroplasti iso- 
lati vengono illuminati senza CO, ma in presenza 
di un accettore artificiale di elettroni come il ferri- 
cianuro [Fe(CN)-], si ha ugualmente sviluppo di os- 
sigeno, insieme alla contemporanea riduzione dell’ac- 
cettore (nel nostro esempio il ferricianuro diventa fer- 
rocianuro, Fe(CN)g-). Questa reazione, detta reazio- 
ne di Hill, dimostra che la CO, non partecipa di- 
rettamente alle reazioni che producono ossigeno. Fu 
poi scoperto che il naturale accettore di elettroni fo- 
tosintetico era il NADP+ (paragrafo 22.2C), il cui 
prodotto di riduzione, il NADPH, veniva utilizzato 


Figura 22.3 Formule chimiche della clorofilla a, 
della clorofilla b e delle batterioclorofille a e b, 
confrontate con quella della ferro-porfirina IX (il 
gruppo eme). Le code fitiliche e geranilgeranili- 
che aumentano probabilmente la solubilità della 
clorofilla in ambienti non polari. 


Clorofilla 


Clorofilla a 


Clorofilla b 


Batterioclorofilla a 


Batteriocilorofilla b 


nelle reazioni al buio per la riduzione della CO; a 
carboidrati (paragrafo 22.3A). Nel 1941, quando di- 
venne disponibile l’isotopo ‘0, Samuel Ruben e 
Martin Kamen poterono dimostrare che la fonte del- 
l’ossigeno che si sviluppa nella fotosintesi è l’acqua: 


luce 


H, 0 + CO, _—» (CH30) + 180, 


In questo paragrafo vengono discussi i principali 
aspetti delle reazioni alla luce. 


A. Assorbimento della luce 


Il principale fotorecettore della fotosintesi è la 


1 
CH CH3z 
H3C CH=CH; | 
HgC CHg 
I 
e 
CH CHo 
c= c=o 
= 
(ox (6) 
Protoporfirina IX 
Ri Ra R3 Ri 
—CH=CHy — CHy — CH CHg Pp 
Î 
— CH=CHo —C-H —CHo_-CH3 p 
(0) 
Il a a PA 
== CH3g sE CHg a CHo_- CHg Por 
(0) 
I a 2 . 


®Non vi sono doppi legami tra le posizioni C(3) e C(4). 


P 


Gi 
Ù] 


sur raroP& 


Catena laterale fitilica 


= au VA 2 VA 


Catena laterale geranilgeranilica 
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clorofilla. Questo tetrapirrolo ciclico, simile al grup- 
po eme delle globine dei citocromi (paragrafi 9.1A 
e 20.2E), è un derivato biosintetico della protoporfiri- 
na IX. La clorofilla differisce dal gruppo eme sotto 
diversi aspetti (Fig. 22.3): 


1. Il suo atomo centrale di metallo è il magnesio 
(Mg?+), invece del Fe(Il) oppure del Fe(IIl. 

2. Ha un anello ciclopentanonico, l’anello V, fuso al- 
l’anello pirrolico III. 

3. L’anello pirrolico IV è parzialmente ridotto nella 
clorofilla a (Chl a) e nella clorofilla b (Chl b), 
le due principali varietà di clorofilla degli euca- 
rioti e dei cianobatteri. Nella batterioclorofilla 
a (BChl a) e nella batterioclorofilla b (BChl b), 
le principali clorofille dei batteri fotosintetici, gli 
anelli II e IV sono parzialmente ridotti. 

4. La catena laterale propionilica dell’anello IV è este- 
rificata ad un alcol tetraisoprenoide. Nelle Chl a 
e b l'alcol può essere il fitolo oppure il geranil- 
geraniolo, a seconda della specie batterica. 


La Chl b ha un gruppo formilico al posto del sosti- 
tuente metilico sull’anello II della Chi a. Analogamen- 
te, BChl a e BCAl b hanno sostituenti diversi sull’ato- 
mo C(4). 


La luce e la materia interagiscono 
in modi complessi 


Dato che la fotosintesi è un processo guidato 
dalla luce, diventa necessario rivedere come intera- 
giscono la luce e la materia. Una radiazione elettro- 
magnetica si propaga sotto forma di quanti (fotoni) 
discreti, la cui energia E è data dalla legge di Planck: 


be hpelE 
DN 


[22.1] 
dove h è la costante di Planck (6,626x 10734 J- s), 
c è la velocità della luce (2,998 x 108 m - s7? nel vuo- 
to), v è la frequenza della radiazione e A è la sua 
lunghezza d’onda (il campo della luce visibile ha lun- 
ghezze d’onda tra 400 e 700 nm). La luce rossa quin- 
di, con una lunghezza d’onda di 700 nm ha un’ener- 
gia di 171 kJ- einstein”! (un einstein corrisponde 
a una mole di fotoni). 

Le molecole, come gli atomi, possiedono numerosi 
stati quantitici con livelli energetici diversi. Poiché 
le molecole hanno più di un nucleo, ognuno dei loro 
stati elettronici ha una serie di sottostati vibrazionali 
e rotazionali con livelli energetici simili (Fig. 22.4). 
L’assorbimento della luce da parte di una molecola 


Energia 


stato 


Primo 
stato 


} Assorbi- Assorbi- Fluore- nni 
mento di mento di scenza Fotoossidazione 
} luce biu luce rossa (reazioni 
chimiche) 
hw hv hv 
Stato 
basale 


Figura 22.4 Diagramma energetico che mostra gli stati elettronici del- 
la clorofilla e i principali sistemi di interconversione. Le frecce a onde 
rappresentano l'assorbimento di un fotone oppure un’emissione fluo- 
rescente. L'energia di eccitazione può essere dissipata anche in pro- 


cessi senza radiazioni come la conversione interna (produzione di . 


calore) oppure reazioni chimiche. 


avviene, di solito, mediante passaggio di un elettro- 
ne dal suo orbitale molecolare nello stato basale (quel- 
lo con l’energia più bassa) a uno con energia più ele- 
vata. Una data molecola può assorbire solo fotoni a 
una certa lunghezza d’onda in quanto, come è richie- 
sto dalla legge di conservazione dell’energia, la diffe- 
renza energetica tra i due stati deve corrispondere esat- 
tamente all’energia del fotone assorbito. 

La quantità di luce assorbita da una sostanza a una 
data lunghezza d’onda è descritta dalla legge di Beer- 
Lambert: 

1= Ip10%°" [22.2] 
dove Ip ed I sono rispettivamente l’intensità della lu- 
ce incidente e della luce trasmessa, cè la concentra- 
zione molare del campione, zè la lunghezza, in cm, 


Secondo 


eccitato 


eccitato 
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Figura 22.5 Gli spettri di assorbimento della luce di vari pigmenti 
fotosintetici. Le clorofille hanno due bande di assorbimento, una nel 
rosso e una nel blu. La ficoeritrina assorbe la luce blu e verde, mentre 
la ficocianina assorbe la luce gialla. Messi insieme questi pigmenti 
assorbono quasi completamente la luce visibile dello spettro solare. 


del campione che la luce deve attraversare ed e è 
il coefficiente di estinzione molare della moleco- 
la in esame. Di conseguenza, se mettiamo in grafico 
il valore di e in funzione di \, la lunghezza d’onda 
della luce, otteniamo lo spettro di assorbimento 
. (Fig. 22.5) della molecola, che è indicativo della sua 
struttura elettronica. 

Le varie forme di clorofilla sono molecole altamen- 
te coniugate (Fig. 22.3). Ed è proprio questo tipo di 
molecole che assorbe più fortemente la luce visibile 
(la banda spettrale in cui la radiazione solare che rag- 
giunge la superficie della Terra ha un massimo di 
intensità; Fig. 22.5). I coefficienti di estinzione mola- 
re delle varie clorofille, valori superiori a 105 
M7!cm7!, sono tra i più elevati tra quelli riscontrati 
nelle molecole organiche conosciute. Le piccole diffe- 
renze chimiche che esistono tra le varie clorofille mo- 
dificano considerevolmente i loro spettri di assorbi- 
mento della luce. Queste differenze spettrali, come 
vedremo, hanno significati funzionali rilevanti. 
Una molecola con i suoi elettroni in uno stato 
eccitato, può dissipare la sua energia di eccitazione 
in diversi modi. Quelli con un importante significato 
fotosintetico sono (Fig. 22.4): 


1. La conversione interna, un comune sistema di 
decadimento in cui l’energia elettronica viene con- 


Spettro solare 


vertita in energia cinetica dei moti molecolari, cioè 
in calore. Questo processo avviene molto rapida- 
mente e si completa in meno di 107! secondi. 
Molte molecole ritornano in questo modo al loro 
stato basale. Le molecole di clorofilla passano in- 
vece soltanto ad uno stato eccitato con minore 
energia. Quindi, l’energia di eccitazione utilizza- 
bile nella fotosintesi di una molecola di clorofilla 
che ha assorbito un fotone in una banda con una 
lunghezza d’onda corta corrispondente al suo se- 
condo stato di eccitazione (quello più elevato), non 
è sostanzialmente diversa da quella utilizzabile 
quando la molecola ha assorbito un fotone di una 
banda con una lunghezza d’onda più lunga e quin- 
di ad un livello energetico inferiore. 

La fluorescenza è un processo in cui una mole- 
cola con elettroni allo stato eccitato decade al suo 
stato basale emettendo un fotone. Questo proces- 
so richiede circa 10-8 secondi e quindi avviene 
molto più lentamente della conversione interna. 
Di conseguenza, un fotone emesso per fluorescen- 
za ha, in genere, una lunghezza d’onda maggio- 
re (minore energia) di quello assorbito inizialmen- 
te. Una frazione compresa tra il 3 al 6% dell’ener- 
gia luminosa assorbita dalle piante viventi viene 
dissipata per fluorescenza. La clorofilla in solu- 
zione, dove non vi è una utilizzazione fotosinteti- 
ca dell’energia luminosa, ha un’intensa fluorescen- 
za rossa. 


Il trasferimento di un eccitone (detto anche tra- 


sferimento di energia di risonanza), in cui una 
molecola eccitata trasferisce direttamente la sua 
energia di eccitazione a molecole vicine con pro- 
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prietà elettroniche simili, ma in uno stato non ec- 
citato. Questo processo avviene mediante l’intera- 
zione tra gli orbitali elettronici delle due moleco- 
le in questione, un sistema analogo alle interazio- 
ni tra pendoli accoppiati meccanicamente e con 
frequenze simili. Un eccitone (energia di eccita- 
zione) può essere trasferito serialmente tra i mem- 
bri di un gruppo di molecole oppure, se l’accop- 
piamento elettronico è sufficientemente forte, l’in- 
tero gruppo può agire come una singola «super- 
molecola» eccitata. Vedremo ché il trasferimento 
di eccitoni è particolarmente importante per inca- 
nalare l’energia della luce verso i centri delle rea- 
zioni fotosintetiche. 

4. La fotoossidazione, in cui una molecola donatri- 
ce eccitata dalla luce viene ossidata per il trasferi- 
mento di un elettrone a un accettore, che viene 
ovviamente ridotto. Questo processo avviene in 
quanto l’elettrone trasferito è legato meno salda- 
mente al donatore nel suo stato eccitato che nello 
stato di base. Nella fotosintesi, la clorofilla eccita- 
ta (Chl*) è un donatore di questo tipo. L’energia 
del fotone assorbito viene quindi trasferita chimi- 
camente al sistema di reazioni fotosintetiche. La 
clorofilla fotoossidata, Chl*, un radicale libero ca- 
tionico, ritorna al suo stato basale ossidando even- 
tualmente qualche altra molecola. 


La luce assorbita dalle clorofille antenna 
e dai pigmenti accessori viene trasferita 
ai centri delle reazioni fotosintetiche 


Le reazioni primarie della fotosintesi, come è 
spiegato nei paragrafi 22.2B e 22.2C, hanno luogo nei 
centri delle reazioni fotosintetiche. Gli organelli 
fotosintetici contengono molte più molecole di clorofil- 
la che centri di reazione. Ciò fu dimostrato da Robert 
Emerson e William Arnold nel 1932 con i loro studi 
sulla produzione di O, da parte dell’alga verde Chlo- 
rella (un soggetto sperimentale particolarmente inte- 
ressante) che era stata esposta a brevi (10 us) lampi 
di luce. La quantità di ossigeno prodotta per singolo 
lampo di luce diventava massima quando l’interval- 
lo tra i lampi di luce era almeno 20 ms. Evidente- 
mente, è necessario un tempo di questa entità per 
completare un ciclo delle reazioni fotosintetiche. 
Emerson e Arnold misurarono poi la variazione del- 
la resa in O generato in funzione dell’intensità del 
lampo luminoso, mantenendo però costante la sua 
lunghezza al valore ottimale di 20 ms. Con lampi 
deboli, la quantità di O, liberata aumentava linear- 
mente con l'intensità del lampo e, per generare una 
molecola di O, era necessario l’assorbimento di ot- 
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Figura 22.6 La quantità di O prodotta dall’alga Chlorella in funzio- 
ne dell'intensità di lampi di luce separati da intervalli di buio inferiori 
a 20 ms. 


to fotoni (Fig. 22.6). Aumentando l’intensità dei lam- 
pi, l’efficienza di questo processo diminuiva, pur es- 
sendo il numero di fotoni in gioco simile a quello 
delle unità fotochimiche. Ogni lampo di luce satu- 
rante ‘produceva soltanto una molecola di O, per cir- 
ca 2400 molecole di clorofilla presenti. Poiché è ne- 
cessario l’assorbimento sequenziale di almeno otto 
fotoni per liberare una molecola di ossigeno (para- 
grafo 22.2C), questi risultati suggeriscono che l’appa- 
rato fotosintetico contenga circa 2400/8= 300 mole- 
cole di clorofilla per centro di reazione fotosintetico. 

Dato il grande eccesso di molecole di clorofilla in 
ogni centro di reazione, sembra improbabile che tutte 
possano partecipare direttamente alle reazioni foto- 
chimiche. Esperimenti successivi hanno dimostrato 
che la maggior parte delle molecole di clorofilla serve 
a raccogliere la luce, cioè esse agiscono come antenne 
che catturano la luce. Queste clorofille antenna pas- 
sano l’energia del fotone assorbito, mediante trasfe- 
rimento di un eccitone, da una molecola all’altra fino 
a che l’eccitazione non raggiunge un centro di rea- 
zione fotosintetico (Fig. 22.7a). Qui l’eccitazione vie- 
ne sequestrata, in quanto le molecole di clorofilla pre- 
senti nel centro di reazione, anche se sono chimica- 
mente identiche alle molecole di clorofilla antenna, 
hanno un’energia dello stato eccitato leggermente più 
bassa, per il diverso ambiente in cui sono immerse 
(Fig. 22.7b). 

Il trasferimento dell’energia dal sistema ad anten- 
ne al centro di reazione avviene in meno di 10-1°s 
con un'efficienza superiore al 90%. Questa elevata 
efficienza del sistema dipende dal fatto che le mole- 
cole di clorofilla sono disposte alla giusta distanza e 
con un orientamento corre ‘‘> ‘nche se la struttura 
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(a) Fotone 


(6) Trasferimento di energia 
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Figura 22.7 Il flusso di energia attraverso un complesso antenna foto- 
sintetico. (a) L'eccitazione prodotta dall’assorbimento di un fotone 
migra casualmente mediante trasferimento dell’eccitazione tra le mo- 
lecole del complesso antenna (i cerchi in verde meno intenso) fino 
a che non viene intrappolata dalla clorofilla di un centro di reazione 
(i cerchi in verde più intenso) oppure, meno frequentemente, viene 
riemessa per fluorescenza. (b) L'eccitazione viene intrappolata nella 
clorofilla del centro di reazione in quanto il suo stato eccitato più 
basso ha un'energia minore rispetto alle altre molecole di pigmento 
dell'antenna. 


dei complessi che raccolgono la luce (LHC) non 
è stata ancora ben definita, sembra probabile che es- 
si siano schiere di proteine idrofobiche legate alla 
‘ membrana contenenti ciascuna diverse molecole di 
pigmento. Per esempio, una proteina antenna del bat- 
terio fotosintetico verde Prosthecochloris aestuarii, la 
cui struttura è stata determinata da Brian Matthews 
(Fig. 22.8) mediante analisi ai raggi X, è un trimero 


con subunità identiche di 47 kD e ciascuna subunità 
contiene 7 molecole di BChl a. Queste catene poli- 
peptidiche sono costituite grosso modo da 15 fogliet- 
ti 8 che circondano il nucleo contenente la clorofilla. 
Questa proteina è stata descritta come una «borsa di 
corda» per contenere molecole di pigmento. Gli anel- 
li porfirinici non sono così vicini da generare contat- 
ti di van der Waals e sono orientati in un modo piut- 
tosto complesso. Questa organizzazione è forse quel- 
la ottimale per avere un trasferimento di eccitoni at- 
traverso l’LHC con la massima efficienza. 
[346] La maggior parte dei LHC contengono schiere 
organizzate di altre sostanze, che assorbono la luce, 
diverse dalla clorofilla. Questi pigmenti accessori 
servono a completare lo spettro di assorbimento dei 
complessi antenna nelle regioni in cui le molecole 
di clorofilla non sono molto efficaci (Fig. 22.5). I ca- 
rotenoidi, polieni lineari come il B-carotene, 


B-carotene 


sono presenti in tutte le piante verdi e in molti batte- 
ri fotosintetici e sono tra i pigmenti accessori più co- 
muni (a loro sono dovuti i colori brillanti che assu- 
mono in autunno gli alberi decidui e il colore aran- 
cione delle carote, da cui hanno preso il nome). Gli 
organismi fotosintetici che vivono nell’acqua e sono 
responsabili di circa la metà della fotosintesi sulla Ter- 
ra, contengono altri tipi di pigmenti accessori, in 
quanto la luce, al di fuori delle lunghezze d’onda 
tra 450 e 550 nm (la luce blu e verde), viene assorbita 
quasi completamente durante il suo passaggio attra- 
verso 10 metri di acqua. Nelle alghe rosse e nei cia- 
nobatteri, la Chl a viene quindi sostituita come pig- 
mento antenna da una serie di tetrapirroli lineari, 
in particolare la ficoeritrobilina rossa e la ficocia- 
nobilina blu (gli spettri di queste molecole sono nel- 


la Fig. 22.5) 
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Figura 22.8 La struttura di una subunità di una proteina contenente 
batterioclorofilia a del P. aestuarii. Lo scheletro della catena polipep- 
tidica (sono mostrate soltanto le posizioni dei C,), è ripiegato in una 
struttura che è costituita da quindici catene in struttura 8 (în arancio). 
Le catene laterali fitiliche e gli altri sostituenti delle sette molecole 
di BChI a della subunità non sono state riportate nella figura per mag- 
giore chiarezza. (Fonte: MATTHEWS, B.W., FENNA, R.E., BOLOGNESI, 
M.C., ScHMID, M.F. e OLSON , ].M., /. Mol. Biol., 131, p. 272, 1979.) 


Gli stati eccitati più bassi di questi vari tipi di biline 
contengono più energia di quelli della clorofilla, faci- 
litando quindi il trasferimento dell’energia ai centri 
di reazione. Le biline sono legate covalentemente al- 
le ficobiliproteine che sono, a loro volta, organiz- 
zate in particelle a elevata massa molecolare, chia- 
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mate ficobilisomi. Queste strutture sono legate alla 
faccia esterna delle membrane fotosintetiche in mo- 
do da incanalare l’energia di eccitazione ai centri di 
reazione, anche per lunghe distanze, con una resa 
superiore al 90%. 


B. Trasporto degli elettroni 
nei batteri fotosintetici 


La fotosintesi è un processo in cui gli elettroni 
passano dalle molecole di clorofilla eccitate a una se- 
rie di accettori che convertono l’energia degli elettroni 
in energia chimica. A questo punto ci si può chiede- 
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re: (1) qual è il meccanismo di trasduzione dell’ener- 
gia? (2) Come riacquistano i loro elettroni le molecole 
di clorofilla fotoossidate? Vedremo che i batteri foto- 
sintetici possono rispondere a questi quesiti con si- 
stemi diversi da quelli utilizzati dai cianobatteri e 
dalle piante. Per prima cosa, discuteremo questi pro- 
blemi nei batteri fotosintetici, in cui è più facile iden- 
tificarli e comprenderli. Il trasporto. degli elettroni 
nelle piante e nei cianobatteri sarà oggetto di discus- 
sione nel paragrafo 22.2C. 


Il centro delle reazioni fotosintetiche 
è una proteina transmembrana contenente 
una varietà di cromofori ì 


La prima indicazione che le clorofille andava- 
no incontro a una fotoossidazione durante la fotosin- 
tesi fu ottenuta da Louis Duysens nel 1952. Egli os- 
servò che l’illuminazione delle membrane ottenute 
dal batterio purpureo fotosintetico Rhodospirillum 
(Rs.) rubrum determinava un piccolo smorzamento 
(circa il 2%) del loro assorbimento a 870 nm,valore 
che ritornava ai livelli originali se le membrane ve- 
nivano rimesse al buio. Duysens suggerì che questo 
smorzamento era causato dalla fotoossidazione dei 
complessi di batterioclorofilla che hanno preso il no- 
me di P870 (P sta per pigmento e 870 è la lunghezza 
d’onda della banda di luce assorbita dalla BChI a; i 
batteri fotosintetici tendono a vivere in pozze sta- 
gnanti in cui la luce visibile penetra poco e quindi 
hanno bisogno di tipi di clorofilla capaci di assorbire 
la luce nel vicino infrarosso). La possibilità di identi- 
ficare il P870 ha portato alla purificazione e alla ca- 
ratterizzazione del centro di reazione a cui è legato. 

Le particelle del centro di reazione ottenute da di- 
verse specie di batteri purpurei fotosintetici presen- 
tano composizioni simili. Quello isolato dal Rhodop- 
seudomonas (Rps.) viridis è costituito da tre subunità 
idrofobiche: H (258 residui), L (273 residui) e M (323 
residui). Le subunità L ed M di questa particella che 
attraversa la membrana legano collettivamente quat- 
tro molecole di BChl b (che ha un massimo di assor- 
bimento della luce a 960 nm), due molecole di batte- 
riofeofitina b (BPheo b; corrisponde alla BChl b 
in cui il Mg?* è stato sostituito da due protoni), una 
molecola di Fe(Il) non eminico e non inserito in un 
centro Fe-S, una molecola del coenzima redox ubi- 
chinone (paragrafo 20.2B) e una molecola di mena- 
chinone (simile all’ubichinone) (vedi formula a de- 
stra, in alto): 
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(©) 
CHg 
a 
(CHo—CH=CT—CHs}g H 
(6) 
Menachinone 


(vitamina K., una sostanza necessaria per la coagu- 
lazione del sangue; vedi paragrafo 34.1B). In molti 
tipi di batteri purpurei fotosintetici però, la BChl b, 
la BPheo b e il menachinone sono sostituiti da BChl a, 
BPheo a e da una seconda molecola di ubichinone. 

Il centro di reazione fotosintetico del batterio Rps. 


‘ viridis, la cui struttura ai raggi X è stata determinata 


da Johann Deisenhofer, Robert Huber e Harmut Mi- 
chel nel 1984, fu la prima proteina transmembrana 
ad essere descritta a livello atomico (Fig. 22.9). La 
porzione della proteina che attraversa la membrana 
è costituita da 11 eliche a che formano un cilindro 
lungo 45 À con una superficie, come ci si deve aspet- 
tare, di tipo idrofobico. Dalla parte esterna della mem- 
brana plasmatica è legato al centro di reazione un 
citocromo tipo c contenente quattro gruppi eme; que- 
sta molecola è un costituente integrale del complesso 
del centro di reazione soltanto in alcuni tipi di batte- 
ri fotosintetici (il centro di reazione fotosintetico di 
un’altra specie di batteri, il Rhodobacter (Rb.) sphae- 
roides, la cui struttura ai raggi X è molto simile a 
quella del centro del Rps. viridis, manca del citocro- 
mo in questione). 

L’aspetto più singolare del centro di reazione è rap- 
presentato dall’organizzazione dei suoi gruppi pro- 
stetici cromofori, disposta con una doppia simmetria 
quasi perfetta (Fig. 22.100). Questa simmetria deriva 
dal fatto che le subunità L e M a cui sono legati i 
gruppi prostetici, hanno sequenze omologhe e ripie- 
gamenti simili. Due delle molecole di BChl b, dette 
«coppia speciale», sono strettamente associate; esse 
sono disposte parallelamente l’una all’altra e la di- 
stanza tra gli atomi di magnesio è di circa 7 À. La 
«coppia speciale» occupa una regione della proteina 
fortemente idrofobica e ciascuno dei suoi ioni Mg?* 
utilizza come quinto ligande la catena laterale di un 
residuo di His (molto simile al Fe(Il) nella deossiemo- 
globina). Ogni membro di questa coppia speciale è 
in contatto con un’altra molecola di BChl b legata 
a un’His che, a sua volta, è associata a una molecola 
di BPheo b. Il menachinone è strettamente associato 
alla BPheo b della subunità L (Fig. 22.10a, a destra), 
mentre l’ubichinone, che è solo debolmente legato 
alla proteina, si associa alla BPheo b della subunità 
M (Fig. 22.10a, a sinistra). Questi cromofori diversi 
sono inoltre correlati ad un certo numero di anelli 


aromatici della proteina, che possono quindi parteci- 


Ta 


sr 
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(a) 


Figura 22.9 La struttura ai raggi X del centro di reazione fotosintetico 
del Rps. viridis. (a) Rappresentazione schematica che mostra soltanto 
lo scheletro covalente con gli atomi C, e i gruppi prostetici (in gia/- 
lo). Le subunità H, M ed L (rispettivamente in rosa, blu e arancio) 
hanno nel loro insieme 11 eliche transmembrana. Il citocromo tipo 
c con quattro gruppi eme (in verde) è legato sulla faccia esterna del 
complesso. (b) Un modello spaziale in cui gli atomi di azoto sono 
in blu, gli atomi di ossigeno sono in rosso, gli atomi di zolfo sono 
in giallo e gli atomi di carbonio delle subunità H,M, L e del citocro- 
mo sono colorati rispettivamente in rosa, blu, arancio e verde. Le 
regioni esposte dei gruppi prostetici sono in marrone. Notate che so- 
lo pochi residui polari sono esposti all’esterno nella regione mediana 
della proteina. Questa cintura idrofobica forma il segmento trans- 
membrana del centro di reazione. (Fonte: DEISENHOFER, ]. e MICHEL, 
H., Les Prix Nobel, 1989.) 
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(b) 


pare al processo di trasporto degli elettroni, descrit- 
to in seguito. Il Fe(Il) è posizionato tra gli anelli del 
menachinone e dell’ubichinone e legato ottaedrica- 
mente a quattro catene laterali di residui di His e 
ai due atomi di ossigeno del gruppo carbossilico del- 
la catena laterale di un residuo di Glu. Questi due 
gruppi di cromofori, pur essendo simmetricamente 
. simili, non sono invece funzionalmente equivalenti: 
come vedremo in seguito, gli elettroni vengono tra- 
sferiti soltanto attraverso la subunità L, lungo il brac- 
x cio che termina con il menachinone. 


La 
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(a) Os Coppia speciale 

hv < Figura 22.10 La sequenza delle eccitazioni nel centro di reazione 

BChI a accessoria fotosintetico dei batteri. | cromofori del centro di reazione sono mo- 
strati con lo stesso orientamento della Fig. 22.9. Notate che i loro 


anelli, ma non le loro catene laterali alifatiche, sono strettamente or- 


to un fotone da parte della «coppia speciale» di molecole di BChI 
a ed entrambe raggiungono uno stato eccitato (in ogni fase la (o le) 
molecolale) eccitata(e) è indicata in rosso). (6) Dopo 4 ps un elettrone 
eccitato è passato alla BPheo della subunità L (braccio destro del si- 
stema), senza passare attraverso alla BChI a accessoria. La coppia spe- 
ciale ha ora una carica positiva. (c) Circa 200 ps più tardi, l’elettrone 
eccitato si è trasferito sul menachinone (Qa). (d) Nei successivi 
100 us, il citocromo riduce la «coppia speciale» eliminando Ia carica 
positiva, mentre l’elettrone eccitato migra sull’ubichinone (Qg). Do- 
po circa un secondo, questo composto assume due protoni dalla so- 
luzione e li scambia con un gruppo di molecole di ubichinone legate 
alla membrana. 


Gli stati elettronici delle molecole che partecipano 
a reazioni veloci possono essere identificati 
con tecniche di EPR e di spettroscopia a laser 


Come abbiamo visto prima, il tempo necessa- 
rio al completamento di un ciclo delle reazioni foto- 
sintetiche è di pochi millisecondi. Quindi questa se- 
quenza di reazioni può essere seguita soltanto da si- 
stemi di misura che possono valutare modificazioni 
elettroniche molto rapide nelle molecole. Due tecni- 
i che sembrano particolarmente adatte a questi scopi: 
-12 
SOTA 1. La spettroscopia a risonanza paramagnetica 
elettronica (EPR) (detta anche a risonanza di 
spin elettronico (ESR)), che valuta lo spin degli 
elettroni non appaiati in maniera analoga alla mi- 


Una molecola con elettroni non appaiati, come un 
radicale organico, oppure uno ione di un metallo 
di transizione, ha un caratteristico spettro EPR, 
in quantò i suoi elettroni non appaiati interagi- 
scono con il campo magnetico generato dai nuclei 
e dagli altri elettroni della molecola. Specie mole- 
colari anche con una vita molto breve pari a 
10-!!s possono presentare spettri EPR facilmen- 
te identificabili. 

2. La spettroscopia ottica, usando laser pulsanti. Pos- 
sono essere generati lampi laser più brevi di un 
femtosecondo (fs, 10-‘5s). Misurando lo sbianca- 
mento (scomparsa) di certe bande di assorbimen- 
to e la comparsa di altre, la spettroscopia a laser 
può seguire, nel tempo, il processo di una reazio- 
ne veloce. 


(d) 100 x 1074 s 


L’assorbimento di fotoni provoca una rapida 
fotoossidazione della «coppia speciale» 


La sequenza di eventi fotochimici mediata dal 


ganizzati con una doppia simmetria. (a) AI tempo zero, viene assorbi- - 


sura dello spin nucleare nella spettroscopia NMR. ‘. 
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centro di reazione fotosintetico appare nella Fig. 
22.10: 


(a) L’evento fotochimico primario nella fotosintesi dei 
batteri è l’assorbimento di un fotone da parte di 
una coppia speciale (P870 oppure P960 a secon- 
da che contenga BChl a o BChl b; per semplicità 
assumiamo che sia il P870). Questo evento è pra- 
ticamente istantaneo; esso avviene in un tempo 
inferiore a 1 fs, circa il tempo di una oscillazione 
dell’onda della luce. Le misure all’EPR hanno sta- 
bilito che il P870 è, infatti, una coppia di moleco- 
le di BChl a e che l’elettrone eccitato è delocaliz- 
zato su entrambe le molecole. 

(b) Il P870*, lo stato eccitato del P870, ha una vita 
molto breve. La spettroscopia a laser ha dimo- 
strato che 4 picosecondi (ps; 10-!?s) dopo la sua 
formazione il P870* ha già trasferito un elettro- 
ne alla BPheo a sulla sua destra nella Fig. 22.10b, 
per formare P870* BPheo a-. Durante la forma- 
zione di questa coppia di radicali, l’elettrone tra- 
sferito passa molto vicino a una molecola di 
BChl a, ma non sembra ridurla nel suo transito; 
questa molecola viene quindi detta clorofilla ac- 
cessoria, ma la sua posizione fa pensare che pos- 
sa avere una funzione importante nel convoglia- 
mento degli elettroni. 

(c) Circa 200 ps più tardi, l’elettrone è migrato fino 
al menachinone (oppure, in alcune specie, a una 
seconda molecola di ubichinone), chiamato Qa, 
formando un radicale semichinonico anionico, 
Qa. Tutti questi trasferimenti di elettroni han- 


no, come è rappresentato nella Fig. 22.11, uno 
stato energetico progressivamente più basso, ren- 
dendo questo processo irreversibile. 


La rimozione molto rapida dell’elettrone eccitato dalle 
vicinanze del P870* è una proprietà essenziale del 
centro di reazione fotosintetico; ciò impedisce che rea- 
zioni inverse possano riportare l’elettrone al P870+ 
e quindi concedere un tempo sufficientemente lun- 
go per un processo di conversione interna che di- 
sperde l’energia di eccitazione in calore. Evitando que- 
sto spreco, questa sequenza di trasferimenti di elet- 
troni è così efficiente che la sua resa-quantica com- 
plessiva (il rapporto tra il numero di molecole che 
hanno reagito e il numero di fotoni assorbito è vir- 
tualmente pari al 100%. Nessuna apparecchiatura co- 
struita dall’uomo si è mai avvicinata a tale efficienza. 


Gli elettroni ritornano 
alla coppia speciale fotoossidata attraverso 
una catena di trasporto degli elettroni 


La rimanente parte del processo fotosintetico 
di trasporto degli elettroni avviene in tempi molto 
più lunghi. Circa 100ps dopo la sua formazione, il 
Qa, che occupa una tasca idrofobica della proteina, 
trasferisce il suo elettrone eccitato a una molecola di 
ubichinone, Qz, molto più esposta al solvente e for- 
mando Q5 (Fig. 22.10d). Il Fe(Il) non eminico non 
viene ridotto dal passaggio dell’elettrone, ma la sua 
partecipazione a questo processo è dimostrata dal fatto 


dal citoplasma) i 


—Ht (Rilascio di protoni 
all'interno del cromatoforo) 


Figura 22.11 La catena di trasporto degli elettro- 
ni nel centro di reazione fotosintetico dei batteri 
purpurei fotosintetici insieme ai valori approssi- 
mati dei loro potenziali di riduzione standard. 
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Una descrizione più dettagliata della parte nel 
riquadro colorato non è ancora disponibile. 
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che una sua rimozione dal complesso impedisce la 
formazione di Qz. La molecola di Q4 non diventa 
mai completamente ridotta; essa passa continuamen- 
te tra la sua forma ossidata e quella semichinonica. 
Inoltre, la vita di questa forma semichinonica Qx è 
così breve da non consentire una sua protonazione. 
Al contrario, una volta che il centro di reazione vie- 
ne eccitato di nuovo, esso trasferisce il secondo elet- 
trone al Q5 generando la forma completamente ri- 
dotta Q8-. Questo chinolo anionico assume due pro- 
toni dalla soluzione presente sul lato citoplasmatico 
della membrana plasmatica e si forma QgH2. Quin- 
di, il Qg è un trasduttore molecolare di due eccita- 
zioni prodotte dalla luce in ognuna delle quali è coin- 
volto un singolo elettrone, in una riduzione chimica 
complessiva a due elettroni. 

Gli elettroni ricevuti dal QgH possono ritornare al 
P870* attraverso una complessa catena di traspor- 
to degli elettroni. I dettagli di questo processo, che 
sono molto più specie dipendente di quello prece- 
dente, non sono ancora stati identificati. Nel batterio 
Rb. sphaeroides, sono disponibili come trasportatori 


redox un gruppo di molecole di ubichinone legate 


alla membrana, due o tre citocromi tipo b e tre pro- 
teine ferro-zolfo. Questo insieme di trasportatori re- 
dox è simile al Complesso III mitocondriale in grado 
di traslocare protoni (paragrafo 20.2C). È probabile 
che la via (o possibilmente vie parallele) di trasporto 
degli elettroni parta dal QgH; e proceda attraverso 
il gruppo di molecole di ubichinone (con cui il Q3H7 
può scambiare gli equivalenti riducenti), i citocromi 
tipo b e le proteine ferro-zolfo. Questi trasportatori 
trasferiscono gli elettroni al citocromo c3 presente 
sul lato citoplasmatico della membrana plasmatica. 
Il citocromo ca che, come implica il suo nome, è mol- 
to simile al citocromo c mitocondriale, reagisce con 
il centro di reazione che attraversa la membrana, 
trasferendo il suo elettrone al P870+ (le strutture di 
alcuni citocromi tipo c, compreso quella del citocro- 
mo cs del batterio Rs. rubrum, sono schematizzate 
nella Fig. 8.13). Nel batterio Rps. viridis, il citocromo 
tipo c, legato al complesso del centro di reazione sul- 
la faccia esterna della membrana plasmatica. (Fig. 
22.9), partecipa ugualmente a questo processo. Nota- 
te che uno dei suoi gruppi eme è posizionato in mo- 
do da ridurre la coppia speciale fotoossidata. Il cen- 
tro di reazione è, a questo punto, pronto ad assorbi- 
re un altro fotone. 


Il complesso del citocromo bc, 
dei batteri fotosintetici 


Il citocromo bc, un complesso proteico trans- 
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membrana che trasferisce gli elettroni dall’ubichino- 
lo al citocromo c, mentre trasloca protoni al di fuo- 
ri del citosol, è simile sia al complesso del citocromo 
be-f dei cloroplasti che al Complesso III dei mitocon- 
dri (paragrafo 20.2C). Il complesso è costituito da tre, 
in alcune specie da quattro, catene polipeptidiche che 
trasportano in totale quattro gruppi redox: un cen- 
tro [2Fe-2S], un citocromo c;, che ha un singolo 
gruppo eme c legato covalentemente, e un citocromo 
b che contiene due gruppi eme b funzionalmente 
non identici. La sequenza amminoacidica delcitocro- 
mo b indica la presenza di otto o nove eliche tran- 
smembrana. La conservazione assoluta di quattro re- 
sidui di His nei citocromi b di diverse specie di batte- 
ri fotosintetici e di mitocondri suggerisce che questi 
residui di His siano i ligandi assiali dei due gruppi 
eme b. 


Il trasporto fotosintetico degli elettroni 
porta alla formazione di un gradiente protonico 


[953] Poiché il trasporto degli elettroni nei batteri 


purpurei fotosintetici è un processo ciclico (Fig. 22.11), . 


non vi è una ossidazione o una riduzione netta. Esso 
serve invece a traslocare i protoni citoplasmatici as- 
sunti dal complesso QgH, attraverso la membrana 
plasmatica e a rendere la cellula più alcalina rispetto 
al suo ambiente circostante. Il meccanismo di questo 
processo è ancora sconosciuto, ma sembra probabile 
che sia simile al trasporto dei protoni nei mitocondri 
(paragrafo 20.3A); cioè i protoni possono essere tra- 
slocati da meccanismi costituiti da cicli redox come 
il ciclo del coenzima Q oppure da pompe protoniche. 
La sintesi di ATP, un processo noto con il nome di 
fotofosforilazione, viene guidata dalla dissipazio- 
ne del gradiente di pH che si genera con un sistema 
molto simile alla sintesi di ATP nella fosforilazione 
ossidativa (paragrafo 20.3C). Il meccanismo della fo- 
tofosforilazione verrà discusso nel paragrafo 22.2D. 

I batteri fotosintetici usano l’ATP prodotto mediante 
la fotofosforilazione per favorire i vari processi en- 
doergonici nel loro interno. Contrariamente ai ciano- 
batteri o alle piante che generano i loro equivalenti 
riducenti dall’ossidazionedell’acqua indotta dalla lu- 
ce (vedi più avanti), i batteri fotosintetici devono ot- 
tenere i loro equivalenti riducenti dall'ambiente. A 
seconda della specie, i batteri possono utilizzare per 
questi scopi diversi tipi di sostanze come 1’H2S, lo 
S, 15:03) PH2 e molte molecole organiche. 

Si pensa che i moderni batteri fotosintetici siano 
molto simili agli organismi fotosintetici originali. Que- 
sti sono comparsi probabilmente molto presto nella 
storia della vita cellulare, quando le fonti di compo- 
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sti ad alta energia nell'ambiente erano ormai scom- 

arse, ma erano ancora presenti molti agenti ridu- 
centi. I progenitori degli odierni cianobatteri si adat- 
tarono a questa situazione sviluppando un sistema 
fotosintetico con una forza elettromotrice sufficiente 
a sottrarre elettroni dall’acqua. L’accumulo graduale 
del loro prodotto di scarto, per di più tossico, l’ossi- 
geno, forzò i batteri che non possono fotosintetizza- 
re in presenza di O; (alcune specie hanno però svi- 
luppato la capacità di respirare) a vivere nelle nic- 
chie ecologiche in cui oggi li ritroviamo. 


C. Trasporto degli elettroni a due centri 


[9s4]Le piante e i cianobatteri utilizzano il potere 
riducente generato dall’ossidazione dell’acqua guida- 
ta dalla luce per produrre NADPH. I componenti di 
questo processo, suddivisi nelle due semi-reazioni, e 
i loro potenziali di riduzione standard sono: 


0,+4e7 +4H* == 2H,0 @°'=+0,815 V 


e 


NADP*+H* +2e7° == NADPH $°'= -0,320 V 
La reazione complessiva a quattro elettroni e il suo 
potenziale redox standard sono: 


2NADP* +2H30 == 2NADPH+0,+2H* 
A@'=-1,135 V 


Quest’ultima quantità corrisponde (equazione [15.5]) 
a una variazione di energia libera AG°'’ pari a 438 
kJ: mol7! che, sulla base dell’equazione [22.1], risul- 
ta essere l'energia di un einstein di un fotone con 
una lunghezza d’onda di 223 nm (luce ultravioletta). 
Anche se la fotosintesi ha un’efficienza del 100%, è 
necessario più di un fotone di luce visibile per genera- 
re una molecola di O». Infatti, le misure sperimenta- 
li indicano che le alghe hanno bisogno di almeno 8-10 
fotoni di luce visibile per produrre una molecola di 
O. Nei sottoparagrafi seguenti vedremo come le 
piante e i cianobatteri utilizzano questo sistema mul- 
tifotonico. 


La produzione di 0: per fotosintesi 
richiede due fotosistemi sequenziali 


Le due osservazioni originali che portarono al- 
la definizione del meccanismo della fotosintesi nelle 
piante sono: 


1. La resa quantica per la produzione di O. da par- 
te della Chlorella pyrenoidosa varia di poco con 
la lunghezza d’onda della luce incidente per valo- 
ri compresi tra 400 e 675 nm, ma decade rapida- 
mente a lunghezze d’onda superiori a 680 nm (Fig. 
22.12, curva in basso). Questo fenomeno, detto 
«caduta nel rosso», era inaspettato in quanto la 
Chl a assorbe la luce a queste lunghezze d’onda 
(Fig. 22.5). 

2. La luce con lunghezze d’onda più corte come quel- 
la giallo-verde, incrementa l’efficienza fotosinte- 
tica della luce a 700 nm molto di più di quanto 
non sia il suo contenuto energetico; cioè la veloci- 
tà di produzione dell’O, in seguito all’illuminazio- 
ne con entrambe le luci è superiore alla somma 
dell’ossigeno sviluppato dalle due luci usate sepa- 
ratamente (Fig. 22.12, curva in alto). Questo in- 
cremento avviene anche se la luce giallo-verde vie- 
ne spenta alcuni secondi prima che venga accesa 
la luce rossa e viceversa. 
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Figura 22.12 La resa quantica per la produzione di O da parte del- 
l'alga Chiorella in funzione della lunghezza d'onda della luce inci- 
dente, in assenza (curva in basso) e in presenza (curva in alto) di 
una luce supplementare giallo-verde. La curva superiore è stata cor- 
retta per la quantità di ossigeno prodotto soltanto dalla luce supple- 
mentare. Notate che la curva in basso decade precipitosamente dopo 
i 680 nm (la caduta nel rosso). La luce gialio-verde aumenta la resa 
quantica a lunghezze d'onda superiori a 680 nm (luce rossa), nella 
regione della luce assorbita dall’alga. (Fonte: EMERSON, R., CHALMERS, 
R. e CEDERSTRAND, C., Proc. Natl. Acad. Sci., 49, p. 137, 1957.) 
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Tilacoide 


Riducente Queste osservazioni indicano chiaramente che sono 
forte necessari due processi. Essi possono essere illustrati 
N - nADP*+ HY da un modello meccanicistico, lo schema Z, che po- 
(. stula che la fotosintesi che produce O, avvenga per 


Cloroplasto 
e __Membrana esterna 


Riducente Membrana interna 


debole 


mezzo dell’azione di due centri di reazioni fotosinte- 
tiche collegati in serie (Fig. 22.13): 


Potenziale 


di riduzione DCMU A 3H* 
| NADPH 2H 


+ 2NADP* 
Complesso Fd 


ATP Stroma 
hv . 1. Il fotosistema I (PSI) genera un riducente forte 


capace di ridurre il NADP+ e allo stesso tempo 
un ossidante debole. 

2. Il fotosistema II (PSI) genera un ossidante forte 
capace di ossidare l’H,0 e allo stesso tempo un 
riducente debole. 


Citocromo 
be-f . 
Compiesso gH+ f) 


2NADPH 


Citocromo f 


ex 


H20 Ossidante 
debole 


i Il riducente debole riduce l’ossidante debole e quin- 


PSI 
03 + PS di il PSI ed il PSI formano un «energizzatore» di elet- 
Ossidante troni a due tappe. Perché la fotosintesi possa avveni- 
forte re (trasferimento di elettroni dall’acqua al NADP*) 


a a 
Lume del 
tilacoide 


reduttasi ATP sintasi 


PSII 


Figura 22.13 Lo schema Z per la fotosintesi delle piante e dei ciano- 
batteri. | due fotosistemi, PSI e PSII, funzionano per guidare gli elet- 
troni dall'acqua al NADPH. | potenziali di riduzione aumentano dal- 
l'alto verso il basso e quindi gli elettroni fluiscono spontaneamente 
in questa direzione. L'erbicida DCMU (vedi più avanti) blocca il tra- 
sporto fotosintetico degli elettroni dal PSII al citocromo f. 
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Figura 22.14 Lo stato di ossidazione del citocromo f nell’alga Porphy- i 


ridium cruentum, valutato mediante un debole raggio a 420 nm (luce 
blu-violetta). Un aumento della luce trasmessa segnala l'ossidazione 
del citocromo f. Nella curva in alto, una luce forte a 680 nm (luce 
rossa) determina l'ossidazione del citocromo f, ma la sovrapposizione 
di una luce a 562 nm (fuce giallo-verde) causa una sua parziale ridu- 
zione. Nella curva in basso, in presenza dell’erbicida DCMU, che 
inibisce il trasporto fotosintetico degli elettroni, la luce a 562 nm 
determina un'ulteriore ossidazione del citocromo f, invece che una 
sua riduzione. 


‘è necessario che entrambi i fotosistemi siano operanti. 


La caduta nel rosso può essere spiegata, in base allo 
schema Z, dal fatto che il PSII viene attivato molto 
poco dalla luce a 680 nm. In presenza soltanto di lu- 
ce rossa, il PSI viene attivato, ma è in grado di otte- 
nere poco di più che l’energizzazione di pochi elet- 
troni. 

La luce giallo-verde stimola in modo efficace il PSI 
a generare questi elettroni. Il fatto che la luce rossa 
e la luce giallo-verde possono essere alternate ci dice 
che entrambi i fotosistemi restano nello stato attiva- 
to anche dopo che la luce è stata spenta. 

La validità dello schema Z è stata stabilita nel 
modo seguente. Lo stato di ossidazione del citocro- 
mo f, un citocromo tipo c che appartiene alla catena 
di trasporto degli elettroni, che collega il PSI ed il 
PSII, può essere analizzato facilmente mediante spet- 
troscopia. L'illuminazione dell’alga con una luce a 680 
nm (luce rossa) porta all’ossidazione del citocromo f 
(Fig. 22.14). L'illuminazione contemporanea con luce 
a 562 nm (luce giallo-verde) produce una parziale ri- 


‘duzione di questa proteina. In presenza dell’erbicida 


3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) 


Cl 


cl N—C—N 
\ 
CHz 


3-(3,4-diclorofenil)-1,1 dimetilurea (DCMU) 


che blocca la produzione di O, dalla fotosintesi, la 


luce a 680 nm ossida ancora il citocromo f, mentre . 


la luce a 562 nm porta soltanto ad un’ulteriore ossi- 
dazione. Questo effetto dell’erbicida può essere spie- 
gato in questo modo. La luce a 680 nm attiva il PSI 


Figura 22.15 Una rappresentazione schematica della membrana tila- 
coide, che mostra i componenti della sua catena di trasporto degli 
elettroni. Il sistema è costituito da tre complessi proteici: il PSII, il 
complesso del citocromo bg — f ed il PSI, che sono elettricamente col- 
legati dalla diffusione dei trasportatori di elettroni plastochinolo (Q) 
e plastocianina (PO). Il trasporto degli elettroni indotto dalla luce (frecce 
nere) dall'acqua al NADPH mobilizza il trasporto di protoni (frecce 
rosse) nello spazio tilacoide. Altri protoni vengono sottratti all'acqua 
dal complesso che sviluppa l'ossigeno (OEC). Il gradiente protonico 
che si genera promuove la sintesi di ATP da parte della CF9— CF 
ATP sintasi. La membrana contiene anche i complessi che raccolgono 
la luce, cui le molecole di clorofilla e di altri cromofori trasferiscono 
i loro stati di eccitazione al PSI ed al PSII. (Fonte: Ort D.R. e GooD, 
N.E., Trends Biochem. Sci., 13, p. 469, 1988.) 


che sottrae elettroni (ossida) al citocromo f; mentre 
la luce a 562 nm attiva il PSII che trasferisce invece 
elettroni (riduce) al citocromo f. Il DCMU blocca il 
flusso di elettroni dal PSII al citocromo f (Fig. 22.13) 
e quindi qualsiasi aumento della luce, indipendente- 
mente dalla sua lunghezza d’onda, può soltanto ser- 
vire ad attivare ulteriormente il PSI. 


La fotosintesi che produce 0, è mediata 
da tre complessi proteici transmembrana 
collegati da trasportatori mobili di elettroni 


La via di trasporto degli elettroni nei cloropla- 
sti non è ancora stata identificata con la stessa accu- 
ratezza a cui si è arrivati con i sistemi più semplici 
dei batteri fotosintetici. I componenti che partecipano 
al trasporto degli elettroni dall’H.0 al NADP* sono 


che trasloca 
protoni 


organizzati in tre particelle legate alle membrane ti- 
lacoidi (Fig. 22.15): (1) PSII, (2) complesso citocro- 
mo by-f e (3) PSI. Come nella fosforilazione ossidati- 
va, gli elettroni vengono trasferiti tra questi com- 
plessi da trasportatori mobili di elettroni. L’analogo 
dell’ubichinone, plastochinone (0), mediante la sua 
riduzione a plastochinolo (QH2), 


lo) 
H3C H 
CHg 
H3C [cH,—cH=0—cH;],—H 
lo) 
Plastochinone 
| a H] 
OH 
H3C. H 
CHs 
HgC [cH,—cH= C—CHy],-H 
OH 
Plastochinolo 


collega il PSII al complesso del citocromo be-f che a 
sua volta interagisce con il PSI attraverso la proteina 
mobile plastocianina (PC). Vedremo ora la via di 
trasferimento degli elettroni nei sistemi dei cloropla- 
sti, almeno quanto è noto, a partire dall’acqua per 


arrivare al NADPH (Fig. 22.16). 


nn 


690 Capitolo 22 


1,0 09+4H 


1,2 L 


Figura 22.16 Diagramma dettagliato dello schema Z della fotosintesi. 
L'elettrone espulso dal P680 dopo l'assorbimento del fotone viene 
rimpiazzato da un elettrone sottratto all'acqua da un complesso pro- 
teico contenente Mn, che forma O, e 4H*. L’elettrone sottratto vie- 
ne passato, attraverso una catena di trasporto degli elettroni, a un 
gruppo di molecole di plastochinone (Q). Il plastochinolo, prodotto 
a sua volta, induce il complesso del citocromo bg — f che trasferisce 
gli elettroni, mediante una via non ancora completamente caratteriz- 
zata, alla plastocianina (PC) con la concomitante traslocazione di pro- 
toni nello spazio tilacoide. La plastocianina rigenera il P700 fotoossi- 
dato. L'elettrone espulso dal P700, riduce, attraverso una catena di 
trasportatori di elettroni, il NADP* a NADPH nel trasporto elettroni- 
co non ciclico. Alternativamente, l’elettrone può ritornare al com- 
plesso del citocromo by —fin un processo ciclico che trasloca proto- 
ni nello spazio tilacoide. 


L’O: viene generato in una reazione a cinque 
tappe che scinde la molecola dell’acqua, mediata 
da un complesso proteico contenente Mn 


L’ossidazione di due molecole di H,0 per for- 
mare una molecola di O, richiede quattro elettroni. 
Poiché il trasferimento di un singolo elettrone dal- 
l’acqua al NADP+ necessita di due eventi fotochimi- 
ci, diventa possibile spiegare perché sono indispen- 
sabili da 8 a 10 fotoni per molecola di O; prodotta. 

I quattro elettroni necessari per produrre una mo- 
lecola di ossigeno devono essere raccolti da un unico 
fotosistema o possono essere accumulati da fotosiste- 
mi diversi? È stato possibile rispondere a questa do- 
manda misurando la velocità di produzione di O, da 
parte di cloroplasti adattati al buio, quando venivano 
stimolati con lampi di luce molto brevi. L’ossigeno 


PSI 
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2H* 
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Figura 22.17 La resa in O, per lampo di luce in cloroplasti di spina- 
cio adattati al buio. Notate che la resa forma picchi al terzo lampo 
e a ogni quarto lampo successivo, ma contemporaneamente tende 
a spegnersi. (Fonte: FORBUSH, B., Kok, B. e MCcGLOIN, M.P., Photo- 
chem. Photobiol., 14, p. 309, 1971.) 
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Figura 22.18 Meccanismo schematico della generazione di O7 nei 
cloroplasti. Vengono espulsi quattro elettroni dalle due molecole di 
H:0, uno alla volta, in reazioni guidate dalla luce (in alto). Nella 
fase di recupero (in basso) indipendente dalla luce, l’O, viene rila- 
sciato e vengono legate altre due molecole di acqua. Tre di queste 
tappe rilasciano protoni nello spazio tilacoide. 
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veniva svolto con un particolare andamento oscilla- 
torio (Fig. 22.17). I primi due lampi non produceva- 
no praticamente ossigeno. Il terzo lampo presentava 
la massima resa di O:, dopo di che aveva un massi- 
mo sempre più basso ogni quattro lampi fino ad ar- 
rivare a una situazione stazionaria. Questa periodici- 
tà indica che ogni centro che sviluppa ossigeno può 
passare ciclicamente tra cinque diversi stati, da So 
a Sy (Fig. 22.18). Ogni transizione tra S, ed Sy corri- 
sponde a una reazione redox guidata da un fotone; 
le transizioni tra S4 ed S, portano al rilascio di O. 
Quindi, ogni molecola di O, deve essere prodotta da 
un singolo fotosistema. Il fatto che il massimo di svi- 
luppo di ossigeno si abbia al terzo lampo, e non al 
quarto, ci dice che lo stato a riposo. dei centri che 
producono l’ossigeno è preferenzialmente S; invece 
di S,. Le oscillazioni tendono gradualmente a spe- 
gnersi in quanto piccole frazioni dei centri che svi- 
luppano l’ossigeno non vengono più eccitate oppure 
qualche centro viene eccitato doppiamente e perde 
il sincronismo con gli altri. Ogni tappa della reazio- 
ne, eccetto la transizione S, —> S3, rilascia un pro- 
tone che deriva dall’acqua nello spazio tilacoide in- 
terno (Fig. 22.18). 

Poiché gli stati S sottraggono elettroni all’acqua, i 
loro potenziali di riduzione standard devono essere 
superiori al valore di 0,815 V del potenziale di ridu- 
zione standard della semi-reazione 03/H:0. Il PSI ha 
la capacità di stabilizzare questi intermedi altamen- 
te reattivi per lunghi periodi di tempo (anche minu- 
ti) in vicinanza dell’acqua. Stiamo ora cominciando 
a capire come questo possa avvenire. Il PSII contiene 
quattro ioni Mn legati a una proteina che, dopo ecci- 
tazione dei cloroplasti con brevi lampi di luce, pre- 
sentano segnali EPR che hanno una periodicità di 
quattro lampi, come la produzione di O; (Fig. 22.17). 
Questi ioni Mn formano evidentemente un comples- 


Figura 22.19 Una struttura proposta per il complesso contenente Mn 
che scinde l’acqua del PSII. Durante le transizioni S4 —— So, il 
complesso cambia la sua struttura da adamantano-simile del Mn4Og 
a quella cubica del Mn4Oz, con il rilascio di O; (l’adamantano è 
un idrocarburo saturo, i cui atomi di carbonio occupano posizioni 


so cataliticamente attivo, il complesso che svilup- 
pa l’ossigeno (0EC), che lega due molecole di H,0 
in modo da facilitare la formazione di 02. L’OEC pas- 
sa ciclicamente attraverso una serie di stati di ossida- 
zione (gli stati S, che probabilmente coinvolgono com- 
binazioni di ioni mn con stati di ossidazione (III), (IV) 
e (V)) mentre sottrae protoni ed elettroni alle mole- 
cole di acqua e, infine, rilascia l’O, nello spazio tila- 
coide interno. In base ai dati EPR, è possibile costrui- 
re un modello in cui gli stati S,, S ed S sono com- 
plessi MruO; simili all’adamantano (Fig. 22.19). Nel 
la transizione Sy > S, la struttura adamantano- 
simile si modifica in una struttura cubica con il rila- 
scio di ossigeno. 

La struttura del complesso che sviluppa l’ossigeno 
(OEC) continua ad eludere i tentativi di definirla con 
esattezza. Sono stati proposti modelli plausibili, com- 
preso quello riportato nella Fig. 22.19, ma non sem- 
pre questi spiegano tutte le osservazioni sperimenta- 
li. Sembra che, nel processo di sviluppo dell’ossige- 
no, tre o possibilmente quattro degli equivalenti os- 
sidanti vengano conservati in avanzamenti dello sta- 
to di ossidazione dei quattro ioni Mn dell’OEC e che 
la quarta ossidazione, in questa reazione a quattro 
elettroni di due molecole di H,0, porti alla forma- 
zione di O, come suggerisce la Fig. 22.18. Cofattori 
essenziali per la produzione di ossigeno sono gli ioni 
Ca?+ e CÌ7; in loro assenza l’ossidazione dell’acqua 
è completamente bloccata, anche se non sono neces- 
sari per la riduzione degli ioni Mn. 

La tappa successiva nella catena di trasporto degli 
elettroni del PSII è dovuta ad una sostanza detta Z 
(Fig. 22.16), che convoglia gli elettroni dal complesso 
proteico contenente Mn che scinde l’acqua al centro 
di reazione del PSII. L’esistenza del composto Z è se- 
gnalata da uno spettro EPR transitorio dei cloroplasti 
illuminati, che compare in parallelo alle transizioni 


@ Mm 
@® 0 Sì 


simili a quelle del Mn e dell'ossigeno nella struttura di questo com- 
plesso). Il complesso mantiene la struttura cubica durante le transizio- 
ni S1 ed S e ritorna alla struttura adamantano-simile nello stato S3. 
(Fonte: Brupvic, G.W. e CRABTREE, R.H., Proc. Natl. Acad. Sci., 83, 
p. 4586, 1986.) 
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tra gli stati S. La variazione in questo spettro dopo 
somministrazione di tirosina deuterata a cianobatte- 
ri, in condizioni in cui questo amminoacido può es- 
sere incorporato nelle proteine, suggerisce che il com- 
posto Z* è un radicale tirosinico (gli spettri EPR ri- 
flettono gli spin nucleari con cui interagiscono elet- 
troni non appaiati). 


Il centro di reazione del PSII è simile 
a quello di un batterio fotosintetico 


La specie che assorbe i fotoni del centro di rea- 
zione del PSII viene detta P680, dalla lunghezza d’on- 
‘da del suo massimo di assorbimento. L’analisi spet- 
troscopica del P680 ha rivelato che è costituito da 
Chl a, ma non è stato possibile stabilire se è presente 
una «coppia speciale» di molecole di Chl a simile a 
quella del centro P870 dei batteri purpurei fotosinte- 
tici (paragrafo 22.2B). Il P680* formato dall’eccita- 
zione della luce è uno degli ossidanti più forti che 
si conoscano e sottrae elettroni dall’acqua attraverso 
intermediazione del composto Z e degli stati S. 
La catena di trasportatori di elettroni sul lato ridu- 
cente del P680 ha una notevole somiglianza con quella 
del centro fotosintetico dei batteri (paragrafo 22.2B) 
anche se i due sistemi operano in un ambito diverso 
di potenziali di riduzione (confrontate la Fig. 22.11 
e la Fig. 22.16). I due gruppi di proteine hanno co- 
munque sequenze amminoacidiche simili, che posso- 
no derivare da un progenitore comune. Come è 
schematicamente riportato nella parte centrale della 
Fig. 22.16, un singolo elettrone viene trasferito dal 
P680* a una molecola di feofitina a (Pheo a; Chl 


a con il suo ione Mg?* sostituito da due protoni),. 


probabilmente attraverso una molecola di Chl a, e 
poi a un complesso plastochinone-Fe(II), chiamato 
Qa. Successivamente, due elettroni vengono trasfe- 
riti, uno alla volta, a una seconda molecola di plasto- 
chinone, detto Qg, che raccoglie due protoni dalla su- 
perficie stromale della membrana tilacoide. Il plasto- 
chinolo che si è formato QgH2 scambia i suoi equi- 
valenti riducenti con un gruppo di molecole di pla- 
stochinone legate alla membrana. Il DOMU, come pu- 
re molti altri erbicidi comunemente usati, compete 
con il plastochinone per il sito di legame del Qg sul 
PSII; ciò spiega come questi composti possano inibire 
la fotosintesi. 


‘Il trasporto degli elettroni attraverso il complesso 
del citocromo by-f genera un gradiente protonico 


Dal gruppo di molecole di plastochinone, gli elet- 


troni passano attraverso il complesso del citocromo 
be-f. Questa struttura proteica integrale alla membra- 
na, che ricorda molto da vicino la sua controparte bat- 
terica (paragrafo 22.28) ed il Complesso I della catena 
di trasporto degli elettroni mitocondriale (paragrafo 
20.2C), contiene una molecola di citocromo f, il cito- 
cromo bg con due gruppi eme, una proteina ferro- 
zolfo con un centro [2Fe-2S] e una molecola di plasto- 
chinolo legato. Il complesso del citocromo bs-f traspor- 
ta protoni e elettroni dall’esterno all’interno della mem- 
brana tilacoide. Questa traslocazione di protoni avvie- 
ne probabilmente mediante un ciclo del coenzima Q 
(paragrafo 20.38) in cui il plastochinone è il trasporta- 
tore (H* +e). Non è ancora stato possibile stabilire 
la natura e la funzione dei vari trasportatori e che 


partecipano a questo processo. Il meccanismo del ciclo 


del coenzima Q presuppone che, per ogni elettrone 
trasportato, siano traslocati due protoni attraverso la 
membrana tilacoide, ma non vi è una conferma speri- 
mentale di questo rapporto per le difficoltà che si sono 
incontrate nell’effettuare in modo chiaro questo tipo 
di misure. È però ormai noto che il trasporto degli elet- 
troni, attraverso il complesso del citocromo bg-f, gene 
ra la maggior parte del gradiente protonico che guida 
poi la sintesi di ATP (si veda più avanti). 

Il trasferimento di elettroni tra il complesso del cito- 
cromo bg-f e il PSI è mediato dalla plastocianina, una 
proteina periferica di membrana localizzata sulla su- 
perficie luminale della membrana tilacoide (Fig. 22.15). 
Il centro redox contenente Cu di questo monomero 
mobile, con una massa di 10,5 kD, passa ciclicamente 
tra gli stati di ossidazione CulI) e Cu(I1). La struttura 
ai raggi X della plastocianina di foglie di pioppo, de- 
terminata da Hans Freeman, mostra che l’atomo di Cu 


Figura 22.20 Rappresentazione creata al computer della plastocianina. 
La vista allargata mostra l'atomo di Cu (la sfera arancione) che passa 
tra gli stati di ossidazione Culi) e Culil), nel complesso con i suoi quattro 
ligandi, His 37, Cys 84, His 87 e Met 92. (Per gentile concessione di 
Arthur Lesk, Cambridge University e EMBL.) 


è coordinato con una geometria tetraedrica distorta con 
un residuo di Cys, uno di Met e due di His (Fig. 22.20). 
Il Cu (I) si complessa normalmente con quattro ligan- 
di assumendo una geometria di coordinazione planare 
quadrata, mentre quella del Cu(1) è generalmente te- 
traedrica. Lo stiramento del Cul) dovuto alla coordi- 
nazione tetraedrica imposta dalla proteina nel complesso 
della plastocianina favorisce la sua riduzione a Culi). 
Questa ipotesi spiega l’elevato potenziale di riduzione 
standard della plastocianina (0,37 V), in confronto a 
quello della semi-reazione normale Cu(1)/Cu(1) (0,158 V). 
Questo è un esempio di come le proteine possono mo- 
dulare i potenziali di riduzione dei loro centri redox, 


.in modo da adattarli a funzioni specifiche, come nel 


caso della plastocianina, cioè il trasferimento di elettro- 
ni dal complesso del citocromo be-f al PSI. 


Gli elettroni attivati del PSI possono ridurre 
il NADP* oppure generare gradienti protonici 


Il PSI, il fotosistema dei cloroplasti con potenzia- 
le di riduzione più basso, è profondamente diverso dal 
PSII e dal centro fotosintetico dei batteri. Il centro che 
assorbe la luce del PSI, detto P700, è probabilmente 
costituito da un dimero di molecole di clorofilla a. La 
fotoossidazione del P700 forma il P700*, un ossidante 
debole che, in seguito, accetta un elettrone direttamente 
dalla plastocianina. Sul lato riducente del P700, l’analisi 
delle modificazioni negli spettri EPR indotte dalla luce 
ha rivelato che gli elettroni passano attraverso una ca- 
tena di trasportatori di elettroni con potenziali di ridu- 
zione crescenti (destra, Fig. 22.16). Il primo di questi 
trasportatori, detto A,, sembra essere un monomero 
di Chl a, mentre il secondo trasportatore, A;, è pro- 
babilmente il fillochinone (vitamina K;; la sua ca- 
tena laterale di fitolo è la stessa delle clorofille; Fig. 22.3). 
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Alla fine, l’elettrone passa attraverso tre molecole di 
ferredossina, dette rispettivamente X, A e B, che con- 
tengono centri [4Fe-4S] (paragrafo 20.2C; notate che i 
trasportatori di elettroni terminali degli altri fotosiste- 
mi sono chinoni). 


Gli elettroni espulsi dal PSI possono seguire due vie 
alternative: 


1. La maggior parte degli elettroni seguono una via 
non ciclica passando da una ferredossina solubile, 
Fd, con una massa di 11 kKD e contenente un centro 
[2Fe-2S]. La Fd ridotta, a sua volta, riduce il 
NADP* in una reazione mediata dalla 
ferredossina-NADP* reduttasi contenente FAD, 
formando il prodotto finale delle reazioni alla luce 
dei cloroplasti, il NADPH. 

2. Alcuni elettroni ritornano dal PSI, mediante il cito- 
cromo bg, al gruppo di molecole di plastochinone, 
entrando in una via ciclica che trasloca protoni at- 
traverso la membrana tilacoide (Fig. 22.16). Anche 
questo fatto spiega perché i cloroplasti assorbono 
più di otto elettroni per molecola di Os sviluppata. 
Notate che la via ciclica è indipendente dall’azione 
del PSI e quindi non porta alla produzione di 02. 
Il PSI in questo modo diventa funzionalmente simi- 
le al sistema fotosintetico dei batteri. Fu ovviamen- 
te una sorpresa scoprire che il PSII e non il PSI 
è geneticamente correlato ai fotosistemi dei batteri. 


Il flusso ciclico degli elettroni funziona presumibilmente 
per aumentare la quantità di ATP prodotta, relativa 
mente a quella del NADPH, e quindi consente alla cel- 
lula di aggiustare le concentrazioni di queste due so- 
stanze prodotte in base alle sue necessità. È ancora sco- 
nosciuto il meccanismo che suddivide gli elettroni tra 
la via ciclica e quella non ciclica. 


Il PSI ed il PSI occupano parti diverse 
della membrana tilacoide 


[962] La microscopia elettronica dopo freeze-fracture 
(paragrafo 11.3B) ha rivelato chè i complessi proteici 


‘hanno nelle membrane tilacoidi una distribuzione ca- 


ratteristica (Fig. 22.21): 


1. Il PSI è presente principalmente nelle lamelle stro- 
mali non impilate in contatto con lo stroma dove 
ha libero accesso al NADP*. 

2. Il PSII è localizzato quasi esclusivamente nei grani 
molto impilati, fuori dal contatto diretto con lo stro- 
ma. 

3. Il citocromo by-f è distribuito uniformemente su 
tutta la membrana tilacoide. 


L’elevata mobilità del plastochinone e della plastociani- 
na, i trasportatori che trasferiscono gli elettroni tra que- 
ste particelle, consente alla fotosintesi di procedere ad 
una velocità ragionevole. 
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Figura 22.21 La distribuzione dei complessi proteici fotosintetici nelle 
regioni impilate (grani) e non impilate (esposte allo stroma) delle mem- 
brane tilacoidi. (Fonte: ANDERSON, J.M e ANDERSON, B., Trends Biochem. 
Sci., 7, p. 2912, 1982) 


Perché il PSI ed il PSII sono segregati in parti diverse 
della membrana? Se i due fotosistemi fossero molto 
vicini, l'energia di eccitazione più elevata del PSI (P680 
verso P700) potrebbe causare il passaggio di una gran- 
de parte dei fotoni assorbiti al PSI mediante trasferi- 
mento dell’eccitazione. Cioè il PSII potrebbe agire da 
antenna per la raccolta della luce per il PSI (Fig. 22.7D). 
La separazione di queste particelle di almeno 100 À 
elimina questa difficoltà. 

La separazione fisica del PSI e del PSI consente an- 
che ai cloroplasti di rispondere a mutamenti nell’illu- 
minazione. La quantità relativa di luce assorbita dai 
due fotosistemi dipende da come sono distribuiti i com- 
plessi che raccolgono la luce (LHC) nelle porzioni impi- 
late e non impilate delle membrane tilacoidi. In condi- 
zione di elevata illuminazione (luce solare diretta, che 
contiene un’alta proporzione di luce con una lunghez- 
za d’onda corta, la luce blu), il PSI assorbe più luce 
del PSI. Il PSI non è in grado di assumere elettroni 
alla velocità con cui il PSI li rifornisce e quindi il pla- 
stochinone è nello stato ridotto. Il plastochinone ridot- 
to attiva una proteina chinasi che fosforila specifici re- 
sidui di Thr degli LHC che, in risposta, migrano nelle 
regioni non impilate delle membrane tilacoidi dove si 
legano al PSI. In questo modo viene incanalata una fra- 
zione più consistente di luce sul PSI. In condizioni di 
bassa illuminazione (luce schermata che contiene ele- 
vate proporzioni di luce con una lunghezza d’onda lun- 
ga, la luce rossa) il PSI assume elettroni più velocemen- 
te di quanto sia il rifornimento generato dal PSI e quin- 
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Complesso PSII 


Complesso PSI Citocromo be-f 


di il plastochinone è nella sua forma ossidata. I com- 
plessi LHC sono quindi defosforilati e migrano nelle 
regioni impilate delle membrane tilacoidi dove favori- 
scono l’azione del PSI. Il cloroplasto bilancia quindi 


la velocità dei due fotosistemi mediante un meccani- — 


smo di controllo retroattivo, che viene anch'esso atti- 
vato dalla luce. 


D. Fotofosforilazione 


I cloroplasti generano l’ATP con un sistema ana- 
logo a quello dei mitocondri, cioè accoppiando la dissi- 
pazione di un gradiente protonico alla sintesi enzimati- 
ca di ATP (paragrafo 20.3C). Questa ipotesi fu confer- 
mata creando un gradiente di pH artificiale attraverso 
la membrana tilacoide. I cloroplasti furono agitati al 
buio per alcune ore in una soluzione di acido succinico 
a pH 4,0, in modo da portare lo spazio tilacoide a que- 
sto pH (la membrana tilacoide è permeabile all’acido 
succinico non ionizzato). Il brusco trasferimento di que- 
sti cloroplasti in un tampone a pH 8,0 contenente 
ADP+P; determinò una velocissima sintesi di ATP: 
furono sintetizzate circa 100 molecole di ATP per mo- 
lecola di citocromo f presente. Inoltre, la sintesi di ATP 
non veniva rallentata dalla presenza di inibitori del 
trasporto degli elettroni come il DCMU. Questo fatto, 
insieme alla necessità di avere per la fotofosforilazione 
membrane tilacoidi intatte e all’effetto disaccoppiante 
di traslocatori di protoni come il 2,4-dinitrofenolo (pa- 
ragrafo 20.3D) della fotofosforilazione dal trasporto de- 
gli elettroni favorito dalla luce, rappresenta un gruppo 
di prove sperimentali molto convincenti a favore del- 
l’ipotesi chemiosmotica di Peter Mitchell (paragrafo 
20.3A). 
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L’ATP sintasi che trasloca protoni dei cloroplasti 
è simile a quella dei mitocondri 


Le fotografie al microscopio elettronico della su- 
perficie stromale della membrana tilacoide e della su- 
perficie interna della membrana plasmatica dei batteri 
hanno rivelato la presenza di strutture con una forma 
simile a pomelli (Fig. 22.22). Queste strutture sono si- 
mili alle unità F; della ATP sintasi che trasloca proto- 
ni e che sporge dalla superficie sul lato della matrice 
della membrana mitocondriale interna (Fig. 20.27a). La 
ATP sintasi dei cloroplasti, chiamata anche comples- 
so CFOCF, (C sta per cloroplasto), ha proprietà molto 
simili a quelle del complesso FoF; dei mitocondri (pa- 
ragrafo 20.3C). Per esempio, 


1. L’unità Fy e la CFy sono proteine idrofobiche tran- 
smembrana che contengono un canale protonico. 

2. Sia F che CF; sono proteine di membrana idrofi- 
liche e periferiche con una composizione in subu- 
nità del tipo &383yde, in cui la subunità B è una 
ATPasi reversibile e y è la proteina che controlla 
il flusso di protoni che arriva da (C)Fo. 

3. Entrambe le ATP sintasi sono inibite dalla oligomi- 
cina e dalla dicicloesilcarbodiimmide. 


Le ATP sintasi che traslocano protoni devono essere 
comparse molto presto nella storia della vita cellulare. 
Notate però che mentre l’ATP sintasi dei cloroplasti 
trasloca i protoni al di fuori dello spazio tilacoide (Fig. 
22.15), l’ATP sintasi dei mitocondri li trasporta nella 


Figura 22.22 Fotografia al microscopio elettronico di tilacoidi che mostra 
i «pomelli» CF; dell'ATP sintasi che si proiettano verso lo stroma. Con- 
frontate questa fotografia con quella in Fig. 20.27a e b. (Per gentile con- 
cessione di Efraim Racker, Comell University.) 


matrice (paragrafo 20.3A). L’ATP sintasi dei cloropla- 
sti è localizzata nelle porzioni non impilate della mem- 
brana tilacoide in contatto con lo stroma, dove vi è 
sufficiente spazio per il grosso pomello F; e un acces- 
so diretto all’ADP (Fig. 22.21). 


La fotosintesi con il trasporto non ciclico 
degli elettroni produce circa 1,25 molecole di ATP 
per fotone assorbito 


A intensità saturanti di luce, i cloroplasti genera- 
no gradienti di pH di circa 3,5 unità di pH attraverso 
la loro membrana tilacoide. I protoni per questi gra- 
dienti derivano da due fonti: 


1. Lo sviluppo di una molecola di ossigeno da due mo- 
lecole di H;0 rilascia quattro protoni nello spazio 
tilacoide. 

2. Il trasporto dei quattro elettroni liberati attraverso 
il complesso del citocromo bg-f porta alla trasloca- 
zione di protoni, stimata nel numero di otto, dallo 
stroma allo spazio tilacoide. 


Vengono quindi traslocati complessivamente circa 12 
protoni per molecola di O, prodotta dal trasporto non 
ciclico degli elettroni. 

La membrana tilacoide, al contrario della membrana 
mitocondriale interna, è permeabile agli ioni come il 
Mg?+ e Cl”. La traslocazione di protoni e degli elet- 
troni attraverso la membrana tilacoide viene accompa- 
gnata dal passaggio di questi ioni in senso inverso, in 
modo da mantenere la neutralità elettrica (ll Mg?+ 
verso l’esterno e il CIT verso l’interno). Ciò elimina 
completamente il potenziale di membrana, Ay (equa- 
zione [20-1]). Il gradiente elettrochimico nei cloroplasti 
è quindi quasi completamente un gradiente di pH. 

L’ATP sintasi dei cloroplasti, in base a molte deter- 
minazioni, produce una molecola di ATP ogni tre pro- 
toni che trasporta al di fuori dello spazio tilacoide. Il 
trasporto non ciclico degli elettroni nei cloroplasti de- 
termina quindi la formazione di circa 12/3 =4 moleco- 
le di ATP per molecola di O, sviluppato (questo rap- 
porto può essere soggetto a correzione) oppure circa 
metà molecola di ATP per fotone assorbito. Il traspor- 
to ciclico è molto più efficace nella produzione di ATP, 
in quanto produce due terzi di molecola di ATP (due 
protoni) per fotone assorbito. Il processo non ciclico 
produce anche NADPH e ogni molecola di questo com- 
posto contiene sufficiente energia per produrre tre mo- 
lecole di ATP (paragrafo 20.2A). Abbiamo altri sei ATP 
equivalenti in più per O, prodotto: l'efficienza ener- 
getica del processo non ciclico è 4/8+6/8=1,25 ATP 
equivalenti per fotone assorbito. ° 


696 Capitolo 22 


3. REAZIONI AL BUIO 


Nel paragrafo precedente abbiamo visto come J’e- 
nergia della luce viene raccolta per generare ATP e 
NADPH. In questo paragrafo discuteremo invece co- 
me questi prodotti vengono utilizzati per sintetizzare 
carboidrati e altre sostanze dalla CO;. 


A. Il ciclo di Calvin 


La via metabolica mediante cui le piante incor- 
porano la CO; nei carboidrati fu elucidata, tra il 1946 
e il 1953, da Melvin Calvin, James Bassham e Andrew 
Benson. Essi poterono arrivare a questi risultati seguen- 
do il destino metabolico della marcatura radioattiva- 
della ‘*CO, durante il suo passaggio attraverso una se- 
rie di intermedi fotosintetici. La strategia sperimentale 
di base che questi ricercatori usarono fu quella di espor- 
re colture di alghe in fase di crescita, come la Chlorel- 
la, alla ‘*CO. per vari periodi di tempo ed in diverse 
condizioni di illuminazione e poi di immergere le cel- 
lule in alcol bollente in modo da distruggerle, ma pre- 
servando gli intermedi marcati. I prodotti radioattivi 
venivano in seguito separati e identificati (molto spes- 
so questo era un lavoro molto difficile) utilizzando la 
tecnica sviluppata di recente della cromatografia bidi- 
mensionale su carta (paragrafo 5.3B), accoppiata all’au- 
toradiografia. . 

La via complessiva, riportata nella Fig. 22.23, è nota 
con il nome di ciclo di Calvin o di ciclo riduttivo 
del pentosio fosfato. 

Alcuni dei primi esperimenti di Calvin suggerivano 
che le alghe esposte alla ‘#CO, per un minuto o più 
sintetizzavano una complessa miscela di prodotti me- 
tabolici marcati, compresi gli zuccheri e gli amminoa- 
cidi. Inattivando le alghe 5 secondi dopo aver aggiunto 
la CO; radioattiva, si poté osservare che il primo com- 
posto. radioattivo stabile che si formava era il 
3-fosfoglicerato (3-PG); inizialmente la marcatura com- 
pariva sul suo gruppo carbossilico. In analogia con le 
altre reazioni biochimiche, il 3PG potrebbe formarsi 
per carbossilazione di un composto a due atomi di car- 
bonio (C2). Questa ipotesi fu però abbandonata per l’in- 
capacità di identificare il precursore bicarbonioso. La 
reale reazione di carbossilazione fu scoperta mediante 
un esperimento in cui le alghe illuminate venivano 
esposte alla /*CO, per circa 10 minuti in modo da far 
raggiungere agli intermedi fotosintetici marcati una 
condizione stazionaria. A questo punto la CO; veniva 
tolta. Come ci si poteva aspettare, i livelli del prodotto 
della carbossilazione, il 3PG (Fig. 22.24), tendevano a 
diminuire in quanto veniva utilizzato dalle reazioni 
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Figura 22.23 Il ciclo di Calvin. II numero delle linee nelle varie frecce 
indica il numero di molecole che reagiscono in quella tappa per singolo 
giro del ciclo di Calvin, che sostanzialmente converte tre molecole di 
CO) in una di GAP. Per maggiore chiarezza, gli zuccheri sono riportati 
nelle loro forme lineari anche se gli esosi sono preferenzialmente nelle 
forme cicliche (paragrafo 10.1B). In rosso è riportata la distribuzione del- 
la marcatura che si ottiene in un giro del ciclo usando !*CO). Notate 
che due delle molecole di RuSP sono marcate soltanto nella posizione 
C(3), la terza molecola di Ru5P è marcata in C(1), C(2) e C(3). 


successive lungo la via. La concentrazione del ribulo- 
sio-5-fosfato (Ru5P), 


CH,0H 
c=0 
H_- 6 — OH 
H_ b- OH 
CH OPO?- ' 
Ribulosio-5-fosfato (Ru5P) 


Interruzione del rifornimento di COx 


Dimensione della riserva 


Tempo (minuti) 


Figura 22.24 Variazione dei livelli di 3PG (curva viola) e di RuBP (curva 
verde) in alghe illuminate, quando il riformimento di CO) viene bru- 
scamente interrotto (curva arancione). In assenza di CO., la concentra- 


zione di 3PG diminuisce in quanto, pur essendo consumato dalle rea > 1 


zioni del ciclo di Calvin, non può essere riformato. Di conseguenza, 
la concentrazione del RuBP aumenta transitoriamente fino a che non 
sono consumati gli intermedi del ciclo di Calvin e poi diminuisce, per 
la mancanza la CO, necessaria per la sua rigenerazione. 
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invece aumentava. Evidentemente, il Ru5P è il substrato 
della carbossilazione del ciclo di Calvin. Se ciò è vero, 
il risultante composto a sei atomi di carbonio deve scin- 
dersi in due composti C3, uno dei quali è il 3PG (Fig. 
22.23, reazione 2). Considerando gli stati di ossidazione 
del RuS5P e della CO, possiamo osservare che entram- 
be le molecole C3 devono essere 3PG e che la reazio- 
ne di carbossilazione non ha bisogno di fonti redox 
esterne. 

Mentre stava procedendo la ricerca del substrato della 
carbossilazione, furono identificati diversi altri inter- 
medi fotosintetici e, mediante studi di degradazione 
chimica, fu possibile stabilire la posizione della loro 
marcatura. Per esempio, l’esosio fruttosio-1,6-bisfosfato 
(FBP) viene inizialmente marcato soltanto a livello dei 
suoi atomi di carbonio C(3) e C(4) (Fig. 22.23) ma, in 
seguito, la marcatura compare, anche se meno inten- 
samente, in altri dei suoi atomi di carbonio. Furono 
isolati anche una serie di tetrosi, di pentosi, di esosi 
e di eptosi, tutti esterificati con il fosfato; l’identità e 
la posizione della marcatura iniziale in questi zuccheri 
è riportata nella Fig. 22.23. Analizzando il flusso degli 
atomi radioattivi attraverso i vari intermedi, diventa 
possibile definire il ciclo di Calvin nella sua completez- 
za, così come è rappresentato nella Fig. 22.23. L’esi- 
stenza di molte delle reazioni, all’inizio solo postulate, 
fu confermata da studi in laboratorio con enzimi puri- 
ficati. 


Il ciclo di Calvin genera GAP dalla CO2 
attraverso un processo in due fasi 


Il ciclo di Calvin può essere suddiviso in due fasi: 


Fase 1. La fase della produzione (la linea in alto della 
Fig. 22.23), in cui tre molecole di RuS5P reagi- 
scono con tre molecole di CO, per formare 
sei molecole di gliceraldeide-3-fosfato (GAP) 
a spese di nove molecole di ATP e sei di 
NADPH. La natura ciclica di questa via me- 
tabolica rende il processo equivalente alla sin- 
tesi di una molecola di GAP da tre molecole 
di CO. A questo punto, una molecola di 
GAP può essere sottratta al ciclo per essere 
utilizzata nelle biosintesi (vedi Fase 2). 

Fase 2. La fase di recupero (linee in fondo alla Fig. 
22.23), in cui gli atomi di carbonio delle ri- 
manenti cinque molecole di GAP vengono in- 
trodotte in una serie di reazioni, simili a quelle 
della via del pentosio fosfato (paragrafo 21.4), 
per riformare le tre molecole di Ru5P con cui 
il ciclo è iniziato. La definizione della via del 
pentosio fosfato che ebbe luogo pressappoco 
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negli stessi anni in cui si stava attivamente 
lavorando anche sul ciclo di Calvin, fornì an- 
che molte prove biochimiche a sostegno di 
questa via metabolica. Questa fase può essere 
concettualmente divisa in quattro gruppi di 
reazioni (utilizzando i numeri che indicano 
le varie reazioni nella Fig. 22.23): 


6. C3+C3 —> Ce 
8. C3+Cg —> Ca+ Cs 
9. C3+ Ca > Cr 


11. C3+C7 —> Cs +C5 


La stechiometria complessiva di questo pro- 
cesso è quindi 


5C3 > 3C5 


Notate che questa fase del ciclo di Calvin av- 
viene senza alcun rifornimento di energia li- 
bera (ATP) o di potere riducente (NADPH). 


Molte delle reazioni del ciclo di Calvin 
fanno parte anche di altre vie metaboliche 


[969]I vari tipi di reazioni che fanno parte del ciclo 
di Calvin ci sono tutti ormai famigliari, fatta eccezione 
per la reazione di carbossilazione. La prima fase del 
ciclo di Calvin inizia con la fosforilazione del Ru5P da 
parte della fosforibulo chinasi per formare il 
ribulosio-1,5-bisfosfato (RuBP). Dopo la tappa di car- 
bossilazione, che verrà discussa in seguito, il 3PG pro- 
dotto viene convertito prima in 1,3-bisfosfoglicerato 
(BPG) e poi in GAP. Quest'ultima sequenza di reazioni 
è l’inverso delle due reazioni glicolitiche consecutive 
(paragrafo 16.2G e 16.2F), con la differenza che le rea- 
zioni del ciclo di Calvin utilizzano NADPH invece che 
NADH. 

La seconda fase del ciclo di Calvin inizia con una 
reazione glicolitica ormai molto famigliare anche se nel- 
la direzione inversa, l’isomerizzazione della GAP a di- 
idrossiacetone fosfato (DHAP) ad opera della trioso fo- 
sfato isomerasi (paragrafo 16.2E). Il DHAP viene ora 
inserito in due vie analoghe (Fig. 22.23); le reazioni 
6-8 oppure le reazioni 9-11. Le reazioni 6 e 9 sono con- 
densazioni aldoliche catalizzate dall’aldolasi, in cui il 
DHAP si lega ad un’aldeide (l’aldolasi è specifica per 
il DHAP, ma può accettare diversi tipi di aldeide). La 
reazione 6 è anche l’inverso di una reazione glicolitica 
(paragrafo 16.2D). Le reazioni 7 e 10 sono idrolisi di 
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gruppi fosforici catalizzate dalla fruttosio bisfosfatasi 
(EBPasi, che abbiamo già incontrato durante la nostra 
discussione sui cicli futili e nella gluconeogenesi; para- 
grafi 16.4B e 21.1A) e dalla sedoeptulosio bisfosfata- 
si (SBPasi). Le rimanenti reazioni del ciclo di Calvin 
sono catalizzate da enzimi che partecipano alla via del 
pentosio fosfato. Nelle reazioni 8 e 11, entrambe cata- 
lizzate dalla transchetolasi, viene trasferita una unità 
chetonica Cs (ombreggiata in verde nella Fig. 22.23) 
da un chetosio alla GAP per formare xilulosio-5-fo- 
sfato (Xu5P) e l’aldosio eritrosio-4-fosfato (E4P) nel- 
la reazione 8 e ribosio-5-fosfato (R5P) nella reazione 
11. L’E4P prodotto dalla reazione 8 entra nella reazio- 
ne 9. Lo Xu5P prodotto nelle reazioni 8 e 11 viene 
convertito a Ru5P dalla fosfopentosio epimerasi nel- 
la reazione 12. Il R5P della reazione 11 viene converti- 
to in RuSP dalla ribosio fosfato isomerasi nella rea- 
zione 13, completando in questo modo un giro del ci- 
clo di Calvin. Soltanto 3 degli 11 enzimi del ciclo di 
Calvin, la fosforibulo chinasi, la ribulosio bisfosfato 
carbossilasi, l'enzima della reazione di carbossilazio- 
ne e la SBPasi, non hanno equivalenti in altri tessuti. 


La RuBP carbossilasi catalizza la fissazione 
della CO, in un processo esoergonico 


L’enzima che catalizza la fissazione della CO», la 
ribulosio bisfosfato carbossilasi (RuBP carbossilasi) è 
indiscutibilmente l'enzima più importante sulla Terra, 
in quanto praticamente tutte le forme di vita dipendo- 
no in ultima analisi dalla sua azione. Questa proteina 
rappresenta circa il 15% delle proteine dei cloroplasti 
ed è quindi la proteina più abbondante nella biosfera 
(è stato stimato che essa viene sintetizzata alla velocità 
di 4X 10! g per anno). La RuBP carbossilasi delle pian- 
te superiori, e di molti microorganismi fotosintetici, 
è costituita da otto subunità pesanti (L), con una massa 
di 56 kD e codificate dal DNA dei cloroplasti, e da 
otto subunità leggere (S), con una massa di 15 kD e 
codificate da un gene nucleare. (La RuBP di certi batte- 
ri fotosintetici è un dimero L», la cui subunità L ha 
circa il 30% di omologia di sequenza con la subunità 
L delle piante e, inoltre, è strutturalmente simile al- 
l'enzima LgSg). Gli studi ai raggi X di David Eisenberg 
hanno dimostrato che questa proteina ha la simmetria 
di un prisma quadrato (Fig. 22.25). La subunità pesan- 
te contiene il sito catalitico dell’enzima e la subunità 
leggera è priva di qualsiasi attività enzimatica. La fun- 
zione di questa subunità leggera è sconosciuta; i tenta- 
tivi di dimostrare che poteva svolgere funzioni regola- 
trici, in analogia con altri enzimi, non hanno avuto 
successo. 

Il meccanismo accettato della RuBP carbossilasi, for- 


Figura 22.25 La struttura ai raggi X della RuBP carbossilasi del tabacco, 
disegnata in modo da mostrare la struttura quaternaria di questa proteina 
con una composizione in subunità LgSg: La subunità S (sei sono visibili) 
sono in blu e ogni subunità L bilobata (quattro sono visibili) è riportata 
con un colore diverso. La proteina, che ha una simmetria Dy (la sim- 
metria di un prisma quadrato; paragrafo 7.58), è vista lungo uno degli 
assi di doppia simmetria (correlati alle subunità L in rosso e verde). L'as- 
se di rotazione, che è verticale in questa vista, correla il tetramero Sq 
visibile in alto sulla molecola. (Per gentile concessione di David Eisen- 
berg, UCLA.) 


mulato in gran parte dal Calvin, è indicato nella Fig. 
22.26. La sottrazione di un protone dal C(3) del RuBP, 
la tappa limitante della reazione, genera un enediolato 
che attacca nucleofilicamente la CO, (non il bicarbo- 
nato, HCO7). Il risultante 6-chetoacido viene rapida- 
mente attaccato nella sua posizione C(3) dall’acqua for- 
mando un prodotto di addizione che si scinde in due 
molecole di 3PG, mediante una reazione simile alla scis- 
sione aldolica. Le prove sperimentali a favore di que- 
sto meccanismo sono: 


1. Il protone sul C(3) del RuBP legato all’enzima si 
scambia con il solvente, un’osservazione compati- 
bile con l’esistenza di un intermedio enediolato. 

2. Gli atomi di ossigeno sul C(2) e sul C(3) restano le- 
gati ai loro rispettivi atomi di carbonio, eliminando 
meccanismi che coinvolgono la formazione di ad- 
dotti covalenti, come nella formazione di una base 
di Schiff tra il RuBP e l’enzima. 
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Figura 22.26 Il probabile meccanismo di reazione della carbossilazione 
catalizzata dalla RuBP carbossilasi. La reazione procede attraverso la for- 
mazione di un intermedio enediolato che attacca nucleofilicamente la 
CO;, producendo un a-chetoacido. Questo intermedio reagisce con l’ac- 
qua formando due molecole di 3PG. 


3. L’intrappolamento del B-chetoacido proposto me- 
diante riduzione con boridruro e l’elevata affinità 
dell’enzima per il suo analogo 2-carbossiarabini- 
tolo-1-fosfato 


CH,0PO37 
HO—C—C0g 
H—-C_-0H 
H_- i OH 
6H,OH 
2-Carbossiarabinitolo-1-fosfato 


rappresentano prove convincenti della presenza di 
questo intermedio nel processo catalitico dell’enzima. 


È necessario anche che un catione divalente, come il 
Mg°+, sia legato all’enzima, perché quest’ultimo di- 
venti attivo. Lo ione metallico stabilizza le cariche ne- 
gative che si formano durante la catalisi. La forza trai- 
nante per la reazione complessiva, che è fortemente 


esoergonica (AG= — 35,1 kJ- mol!) è fornita dalla scis- 
sione del B-chetoacido intermedio che produce un altro 
gruppo carbossilico stabilizzato per risonanza. 


La GAP è il precursore del glucosio-1-fosfato 
e di altri prodotti biosintetici 


La stechiometria complessiva del ciclo di Calvin è 


3C02+9ATP +6NADPH —> 
—> GAP +9ADP +8P;+6NADP* 


La GAP, il prodotto principale della fotosintesi, viene 
poi usata in una grande varietà di vie biosintetiche, 
sia all’interno che all’esterno dei cloroplasti. Per esem- 
pio, può essere convertita in fruttosio-6-fosfato median- 
te l’azione dello stesso ciclo di Calvin e poi in gluco- 
sio-1-fosfato (G1P) ad opera della fosfoglucosio isomera- 
si e della fosfoglucomutasi (paragrafo 17.1B). Il G1P è 
il precursore dei carboidrati superiori caratteristici del- 
le piante. Questi comprendono il saccarosio (paragrafo 
10.2B), il principale zucchero di trasporto di carboidra- 
ti alle cellule che non fotosintetizzano, l’amido (para- 
grafo 10.2D), il principale polisaccaride di deposito e 
la cellulosa, il componente strutturale primario delle 
pareti cellulari delle piante. Nella sintesi di queste so- 
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stanze, il G1P viene attivato mediante la formazione 
di ADP-, CDP-, GDP- oppure UDP-glucosio (paragrafo 
17.2), a seconda della specie e della via metabolica. Le 
unità di glucosio legate a questi nucleotidi vengono tra- 
sferite all’estremità non riducente di una catena poli- 
saccaridica in fase di crescita, più o meno come accade 
per la sintesi del glicogeno (paragrafo 17.2B). Nel caso 
della sintesi del saccarosio, l’accettore è l’estremità ri- 
ducente del F6P formando saccarosio-6-fosfato, che 
viene poi idrolizzato a saccarosio da una fosfatasi. Gli 
acidi grassi e gli amminoacidi vengono sintetizzati a 
partire dalla GAP (paragrafi 23.4 e 24.5). 


B. Controllo del ciclo di Calvin 


[872 ] Durante il giorno le piante soddisfano le loro ne- 
cessità energetiche mediante le reazioni alla luce e al 
buio della fotosintesi. Di notte però, come tutti gli altri 
organismi, esse devono utilizzare le riserve di sostan- 
ze nutrienti per generare l’ATP e il NADPH a loro 
necessari attraverso la glicolisi, la fosforilazione ossida- 
tiva e la via del pentosio fosfato. Poiché lo stroma con- 
tiene gli enzimi della glicolisi e della via del pentosio 
fosfato, oltre a quelli del ciclo di Calvin, le piante devo- 
no avere un meccanismo di controllo sensibile alla luce 
che impedisce al ciclo di Calvin di consumare VATP e 
il NADPH prodotti catabolicamente in un ciclo futile. 

Come abbiamo osservato nel paragrafo 16.4A, il con- 
trollo del. flusso in una via metabolica avviene a livello 


delle tappe che si trovano in condizioni lontane dall’e- 
quilibrio; cioè, quelle che hanno un valore di AG pro- 
fondamente negativo. Analizzando la Tabella 22.1, pos- 
siamo vedere che i tre possibili candidati per il con- 
trollo del flusso nel ciclo di Calvin possono essere le 
reazioni catalizzate dalla Ru5P carbossilasi, dalla FBPa- 
si e dalla SBPasi (le reazioni 2,7 e 10 della Fig. 22.23). 
L’efficienza catalitica di questi tre enzimi varia nella 
cellula con il livello di illuminazione. 

L’attività della Ru5P carbossilasi risponde a quattro 
fattori dipendenti dalla luce: 


1. L'attività varia con il pH. Dopo illuminazione il pH 
dello stroma aumenta da circa 7,0 a circa 8,0 men- 
tre i protoni vengono pompati dallo stroma nello 
spazio tilacoide. La Ru5P ha un pH ottimale molto 
vicino a pH 8,0. 

2. L’attività viene stimolata dal Mg?+. Ricordate che 
il flusso di protoni indotto dalla luce verso lo spazio 
tilacoide è accompagnato da un flusso in senso con- 
trario di Mg?* verso lo stroma (paragrafo 22.2D). 

3. L’enzima viene attivato allostericamente dal 
NADPH, che viene prodotto dal PSI illuminato (pa- 
ragrafo 22.2C). 

4. L'enzima è fortemente inibito dal 2-carbossiarabi- 
nitolo-1-fosfato (paragrafo 22.3A), che molti tipi di 
piante sintetizzano soltanto al buio. 


L’FBPasi e l’SBPasi sono pure attivate da un aumento del 
pH o della concentrazione di ioni Mg°+ o di NADPH. 


AG®°' AG 


Tappa* Enzima &J- mol-') (K - mol?) 
1 Fosforibulo chinasi -21,8 — 15,9 
2 Ribulosio bisfosfato carbossilasi —35,1 —41,0 

3+4 Fosfoglicerato chinasi + gliceraldeide-3-fosfato +18,0 — 6,7 

deidrogenasi 

5 Triosio fosfato isomerasi — 7,5 — 0,8 
6 Aldolasi -—21,8 — 1,7 
7 Fruttosio bisfosfatasi — 14,2 — 27,2 
8 Transchetolasi +6,3 —3,8 
9 Aldolasi — 234 —0,8 
10 Sedoeptulosio bisfosfatasi — 14,2 — 29,7 
1] Transchetolasi +0,4 —-5,9 
12 Fosfopentosio isomerasi +0,8 -0,4 
13 Ribosio fosfato isomerasi +2,1 —-0,4 


* Si riferiscono alla Fig. 22.23. 


Fonte: BassHam, }LA. e BucHanan, B.B., in GovinDIE, (curatore), Photosynthesis, Vol. II, p. 155, Academic Press, 1982. 
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Figura 22.27 Il meccanismo di attivazione della FBPasi e della SBPasi in- 
dotto dalla luce. Il PSI fotoattivato riduce la ferredossina solubile (Fd), che 
riduce la ferredossina-tioredossina reduttasi che a sua volta riduce il ponte 
disolfuro della tioredossina. La tioredossina ridotta reagisce con le bisfo- 
sfatasi inattive mediante scambio di disolfuri, attivando questi enzimi che 
controllano il flusso del ciclo di Calvin. 
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L’azione di questi fattori è complementare a quella di 
un secondo sistema di regolazione che risponde al po- 
tenziale redox dello stroma. La tioredossina, una pro- 
teina con una massa molecolare di 12 kD presente in 
molti tipi di cellule, contiene un residuo di cistina re- 
versibilmente riducibile. La tioredossina ridotta attiva 
sia la FBPasi che la SBPasi mediante una reazione di 
scambio di disolfuri (Fig. 22.27). Ciò spiega perché questi 
enzimi del ciclo di Calvin sono attivati da reagenti di- 
sulfidrilici ridotti come il ditioeritritolo. Il livello redox 
della tioredossina viene mantenuto da un secondo en- 
zima, la ferredossina-tioredossina reduttasi, che ri- 
sponde direttamente allo stato redox della ferredossi- 
na solubile nello stroma che, a sua volta, varia con l’il 
luminazione. Il sistema della tioredossina deattiva an- 
che la fosfofruttochinasi (PFK), l'enzima che controlla 
il flusso della glicolisi (paragrafo 16.4B). Quindi, nelle 
piante, la luce stimola il ciclo di Calvin e deattiva la 
glicolisi, mentre al buio si ha l’effetto opposto (cioè le 
cosiddette reazioni al buio non avvengono nel buio della 
notte). 


C. Fotorespirazione e ciclo del C, 


È noto, fin dagli anni ’60, che le piante illumina- 
te consumano e sviluppano CO; in una via distinta 
dalla fosforilazione ossidativa. A bassi livelli di CO, 
e in presenza di alti livelli di O,, questo processo di 
fotorespirazione può superare la fissazione della COz 
fotosintetica. Le basi della fotorespirazione sono una 
vera sorpresa: l’O, compete con la CO. come substrato 


Figura 22.28 Il probabile meccanismo della reazione 
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della RuBP carbossilasi (la RuBP carbossilasi viene an- 
che chiamata RuBP carbossilasi-ossigenasi oppure 
Rubisco). Nella reazione ossigenasica, 0. reagisce con 
il secondo substrato della Rubisco, il RuBP, formando 
SPG e 2-fosfoglicolato (Fig. 22.28). Il 2-fosfoglicolato 
viene idrolizzato a glicolato dalla glicolato fosfatasi 
e, come vedremo, viene parzialmente ossidato a CO, 
mediante una serie di reazioni enzimatiche che avven- 
gono nei perossisomi e nei mitocondri. Quindi la foto- 
respirazione può sembrare un processo che porta alla 
dissipazione di parte del lavoro fatto dalla fotosintesi. 
Nei paragrafi seguenti vedremo le basi biochimiche 
della fotorespirazione, il suo significato e come alcune 
piante riescono ad evitare i suoi effetti dannosi. 


La fotorespirazione dissipa ATP e NADPH 


La via della fotorespirazione è riportata nella Fig. 
22.29. IL glicolato esce dai cloroplasti ed entra nei pe- 
rossisomi (chiamati anche gliossisomi; paragrafo 1.2 A), 
dove viene ossidato dalla glicolato ossidasi a gliossi- 
lato e H:0:. L’acqua ossigenata, un agente ossidante 
potenzialmente dannoso, viene convertita in acqua e 
ossigeno nei perossisomi dalla catalasi, un enzima con- 
tenente un gruppo eme. Alcune molecole di gliossilato 
possono essere ossidate ulteriormente dalla glicolato os- 
sidasi ad ossalato. Le molecole rimanenti di gliossilato 
vengono convertite in glicina in una reazione di tran- 
samminazione (paragrafo 24.1A) che è poi trasferita 
ai mitocondri. Qui, due molecole di glicina sono con- 
vertite in una molecola di serina e una di CO; me- 
diante una reazione descritta nel paragrafo 24.3B. Que- 
sta è l’origine della CO, generata nella fotorespirazio- 
ne. La serina viene nuovamente trasportata ai perossi- 
somi dove, mediante una reazione di transamminazio- 
ne, si forma idrossipiruvato. Questo composto viene 
ora ridotto a glicerato e fosforilato nel citosol a 3PG, 
che rientra nei cloroplasti per essere riconvertito in 
RuBP nel ciclo di Calvin. Il risultato netto del ciclo della 
fotorespirazione è il consumo senza nessun utile del- 
PATP e del NADPH prodotti dalle reazioni alla luce. 

Anche se la fotorespirazione non ha una funzione 
metabolica conosciuta, praticamente tutte le RuBP car- 
bossilasi isolate da una grande varietà di organismi fo- 
tosintetici hanno questa attività ossigenasica. Eppure 
nel corso degli eoni trascorsi, l’evoluzione dovrebbe 
aver ottimizzato la funzione di questo enzima così im- 
portante. Si pensa che la fotosintesi sia comparsa sulla 
Terra quando la sua atmosfera era ancora molto ricca 
in CO; e molto povera in ossigeno e quindi la fotore- 
spirazione non aveva conseguenze. È stato suggerito 
che la reazione di carbossilazione del RuBP abbia un 
intermedio che è autoossidabile. Un’altra possibilità è 
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Figura 22.29 La via della fotorespirazione per il metabolismo del fosfo- 
glicolato prodotto dall’ossidazione del RuBP catalizzata dalla RuBP car- 
bossilasi. Le reazioni avvengono nei cloroplasti, nei perossisomi, nei mi- i 
tocondri e nel citosol. Notate che sono necessarie due molecole di glici- 
na per formare una molecola di serina +CO; (paragrafo 24.38). 
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che la fotorespirazione protegga l’apparato fotosinteti- 
co da danni fotoossidativi quando è disponibile una 
quantità insufficiente di CO, e si avrebbe una dissipa- 
zione dell’energia della luce assorbita. Questa ipotesi 
è suffragata dall’osservazione che quando i cloroplasti 
o le cellule delle foglie vengono illuminati violentemente 
in assenza di CO; e di ossigeno, la loro capacità foto- 
sintetica viene persa molto rapidamente ed irreversi- 
bilmente. 


La fotorespirazione limita la crescita delle piante 


I valori stazionari della concentrazione della CO., 
che si ottengono quando un organismo fotosintetico 
viene illuminato in ambiente chiuso, vengono detti 
punti di compensazione della CO2. Per le piante 
sane, questa è la concentrazione di CO; a cui la velo- 
cità della fotosintesi e della fotorespirazione sono uguali. 
Per molte specie questo valore è compreso tra circa 
40 e 70 ppm (parti. per milione) di CO, (la concentra- 
zione normale di CO; nell’atmosfera è di 330 ppm) e 
quindi la fissazione fotosintetica della CO, predomina 
sulla liberazione di CO, da fotorespirazione. Il punto 
di compensazione della CO, aumenta però con la tem- 
peratura in quanto l’attività ossigenasica della RuBP car- 
bossilasi aumenta più rapidamente dell’attività carbos- 
silasica. Quindi, in un giorno caldo e luminoso, quando 
la fotosintesi ha depletato i cloroplasti di CO, e au- 
mentato i livelli di O., la velocità della fotorespirazio- 
ne può avvicinarsi a quella della fotosintesi. Questo fe- 
nomeno è infatti il fattore limitante principale alla cre- 
scita di molte piante. Il controllo del meccanismo della 
fotorespirazione è quindi un importante problema non 
ancora risolto per l’agricoltura, ma che ora si pensa 
di attaccare con tecniche di ingegneria genetica (para- 
grafo 28.8). 


L'efficienza della carbossilazione 
della RuBP carbossilasi-ossigenasi (Rubisco) 


La fotorespirazione (la via che, cominciando dal- 
la reazione catalizzata dalla Rubisco dell’O, con il 
ribulosio-5-bisfosfato (RuBP), rilascia invece di fissare 
la CO) limita considerevolmente l’efficienza energeti- 
ca della fotosintesi. Quindi la capacità della Rubisco di 
discriminare tra ossigeno e anidride carbonica può de- 
terminare la resa di molte piante agronomicamente im- 
portanti. Le piante che possiedono una Rubisco con 
un'attività ossigenasica significativamente ridotta non 
soltanto avranno un’efficienza fotosintetica maggiore, 
ma avranno bisogno anche di minori quantità di ac- 
qua in quanto i loro stomi resteranno aperti per tempi 
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più brevi per acquisire la CO. Queste piante avranno 
bisogno anche di minori quantità di fertilizzanti azo- 
tati perché sintetizzano quantità di enzima più piccole 
(la Rubisco rappresenta circa il 15% delle proteine dei 
cloroplasti). . 

I batteri fotosintetici, che vivono in ambienti anaero- 
bici ricchi di CO; in cui la fotorespirazione ha poche 
conseguenze, hanno una Rubisco con una composizio- 
ne in subunità L2, che ha una bassa efficienza di car- 
bossilazione. Le piante al contrario hanno enzimi Ru- 
bisco con composizioni in subunità di LgSg con una ef- 
ficienza di carbossilazione più elevata. Il batterio foto- 
sintetico Rhodospirillum rubrum sintetizza entrambe 
i tipi di Rubisco: una specie L2, quando la CO) è libe- 
ramente disponibile e una specie LgSg quando la CO, 
è scarsa. Ovviamente non è facile che le forme di Ru- 
bisco più semplici possano evolvere in quelle ad alta 
efficienza di carbossilazione, ma il confronto delle loro 
strutture ai raggi X può fornire importanti informa- 
zioni per produrre una Rubisco con le volute proprie- 
tà mediante le tecniche di ingegneria genetica. 


Le piante C, concentrano la CO: 


Alcune specie di piante, come la canna da zucche- 
ro, il granoturco e molti tipi di erbe, hanno un ciclo 
metabolico che concentra la CO; nelle loro cellule foto- 
sintetiche, impedendo quasi totalmente la fotorespira- 
zione (i loro punti di compensazione della CO. sono 
nell’ordine di 2-5 ppm). Le foglie delle piante che han- 
no questo cosiddetto ciclo del C, hanno anche una 
anatomia caratteristica. Le loro sottili vene sono cir- 
condate da un singolo strato di cellule della guaina 
vascolare, a loro volta circondate da uno strato di cel- 
lule del mesofillo. 

Il ciclo del C4 fu scoperto e caratterizzato negli an- 
ni °60 da Marshall Hatch e da Roger Slack. Il ciclo ini- 
zia con l'assunzione di CO; atmosferica da parte delle 
cellule del mesofillo, le quali non hanno RuBP carbos- 
silasi nei loro cloroplasti, e quindi la condensano, sotto 
forma di bicarbonato, con il fosfoenolpiruvato (PEP) for- 
mando ossalacetato. L’ossalacetato viene ridotto dal 
NADPH a malato, che passa poi nelle cellule della guai- 
na vascolare (il nome C, si riferisce proprio a questi 
acidi a quattro atomi di carbonio). Qui il malato viene 
decarbossilato ossidativamente dal NADP* formando 
CO», piruvato e NADPH. La CO. che è stata concen- 
trata in questo modo entra nel ciclo di Calvin. Il piru- 
vato ritorna alle cellule del mesofillo dove viene fosfo- 
rilato di nuovo a PEP. L'enzima che catalizza questa 
reazione, la piruvato-fosfato dichinasi, presenta l’in- 


- solita azione di attivare un gruppo fosforico mediante 


l’idrolisi di ATP ad AMP+PP;. Il PP; prodotto viene 
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Figura 22.30 La via del Ca per la concentrazione della CO, nelle cellu- 
le del mesofillo ed il suo trasporto nelle cellule della guaina vascolare 
per entrare nel ciclo di Calvin. 


ulteriormente idrolizzato a due P;, che corrisponde in 
sostanza al consumo di un’altra molecola di ATP. La 
CO; viene quindi concentrata nelle cellule della guaina 
vascolare a spese di due molecole di ATP per molecola 
di CO. La fotosintesi nelle piante C, consuma quindi 
in totale cinque molecole di ATP per molecola di CO, 
fissata, invece delle tre molecole richieste dal ciclo di 
Calvin da solo. 

Le piante C4 vivono in gran parte nelle regioni tro- 
picali in quanto crescono più rapidamente in ambienti 
caldi e soleggiati rispetto alle cosiddette piante C3 
(chiamate in questo modo in quanto fissano inizialmente 
la CO; sotto forma di acidi a tre atomi di carbonio). 
Nei climi freddi, dove la fotorespirazione è un peso 
meno grave da sopportare, le piante C3 hanno il van- 
taggio di richiedere meno energia per fissare la CO). 


Le piante CAM conservano la CO, 
attraverso una variante del ciclo del C, 


Una variante del ciclo del C4 che separa l’acqui- 


sizione della CO, nel tempo invece che nello spazio, 
è presente in molte piante succulente che vivono nel 
deserto. Se queste piante aprono i loro apparati stoma- 
tici î pori che danno accesso agli spazi interni delle 
foglie) di giorno, per acquisire la CO, perderebbero 
per traspirazione (perdita per evaporazione) una quan- 
tità di acqua assolutamente insostenibile per loro. Per 
minimizzare questa perdita, le piante assorbono la 
CO; soltanto di notte, quando la temperatura è relati- 
vamente fresca. Esse poi conservano la CO3 mediante 
un metabolismo detto metabolismo acido delle Cras- 
sulacee (CAM; questo metabolismo fu scoperto per 
la prima volta nelle piante della famiglia delle Crassu- 
laceae), in cui il malato viene sintetizzato attraverso 
le reazioni del ciclo del C, (Fig. 22.30). La grande 
quantità di PEP necessaria a conservare il rifornimen- 
to giornaliero di CO; viene ottenuta dalla demolizio- 
ne dell’amido nella glicolisi. Durante il giorno, il mala- 
to viene demolito a CO», che entra nel ciclo di Calvin, 
ed a piruvato che viene utilizzato per risintetizzare 
l’amido. Le piante CAM sono in grado di condurre la 
fotosintesi con minime perdite di acqua. 
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La fotosintesi non è altro che la fissazione della 
CO. per formare carboidrati e altre molecole biologi- 
che. Nelle piante la fotosintesi ha luogo nei cloroplasti, 
che sono costituiti da una membrana esterna e una 
membrana interna che circonda lo stroma, una solu- 
zione concentrata di enzimi, in cui sono immerse le 
membrane tilacoidi. La fotosintesi avviene in due fasi: 
le reazioni alla luce, in cui viene catturata l’energia del- 
la luce per sintetizzare ATP e NADPH, e le reazioni al 
buio, in cui questi prodotti vengono utilizzati per favo- 
rire la sintesi di carboidrati da CO, e H.0. La mem- 
brana tilacoide è il sito delle reazioni fotosintetiche alla 
luce, mentre le reazioni al buio hanno luogo nello stro- 
ma. Nei batteri fotosintetici, le funzioni della membra- 
na tilacoide vengono svolte da porzioni della membra- 
na plasmatica dette cromatofori. 

La clorofilla è il principale fotorecettore della fotosin- 
tesi. La luce viene assorbita inizialmente da un siste- 
ma ad antenna che raccoglie la luce, costituito dalla 
clorofilla e da pigmenti accessori. L’eccitazione prodot- 
ta dalla luce migra poi mediante il trasferimento del- 
l’eccitazione fino a che non raggiunge la clorofilla di 
un centro di reazione dove viene intrappolata. 

Nei batteri purpurei fotosintetici, il centro di reazione 
è una particella costituita da tre subunità e da diverse 
molecole redox di piccole dimensioni. La specie che as- 
sorbe il fotone all’inizio è una «coppia speciale» di mole- 
cole di BChI a, dette P870. Mediante tecniche di misura 
rapida, è stato determinato che l’elettrone espulso dal 
P870* passa ad una terza molecola di BChl a a una 
di BPheo a e, in seguito, al menachinone (Q4) e all’u- 
bichinone (Q3). Il Q5 prodotto in questo modo viene 
ridotto una seconda volta dallo stesso processo a un 
elettrone e acquista dal citosol due protoni per formare 
QgH.. Gli elettroni raccolti da questa specie molecolare 
ritornano al P870 mediante una serie di citocromi tipo 
b, proteine ferro-zolfo e, infine, il citocromo c2. Questo 
processo di trasporto ciclico degli elettroni agisce per 
traslocare protoni, probabilmente attraverso un ciclo 
del coenzima Q, dal citoplasma all’esterno della cellula. 
Il gradiente protonico che si genera guida, attraverso 
un processo detto di fotofosforilazione, la sintesi di ATP. 

Nelle piante e nei cianobatteri, le reazioni alla luce 
avvengono in due centri di reazione, il PSI e il PSI, che 
sono collegati elettricamente in serie. Ciò consente al si- 
stema di generare una sufficiente forza elettromotrice 
per la sintesi di NADPH dall’ossidazione dell’acqua, in 
una via non ciclica detta schema Z. Il PSI contiene un 
complesso con Mn che ossida 2H,0 a 4H* e O; in quat- 
tro tappe a un elettrone. Gli elettroni passano singolar- 
mente attraverso un trasportatore poco caratterizzato, 
detto Z, per raggiungere il P680 fotoossidato, la specie 


che assorbe la luce del centro di reazione, costituito da 
una o due molecole di Chl a. L’elettrone che è stato 
espulso dal P680* passa attraverso una serie di tra- 
sportatori simili a quelli del centro di reazione fotosin- 
tetico dei batteri a un gruppo di molecole di plastochi- 
none. Gli elettroni entrano poi nel complesso del cito- 
cromo bsg-f, che trasporta i protoni, probabilmente me- 
diante un ciclo del coenzima Q, dallo stroma allo spa- 
zio tilacoide. Questi elettroni vengono trasferiti indivi- 
dualmente, dal trasportatore plastocianina direttamente 
al pigmento fotoossidato che assorbe la luce del PSI, 
il P700, che è una singola molecola di Chl a. L’elettrone 
che è stato rilasciato dal P700 migra attraverso una 
catena di molecole di Chl a e poi attraverso una catena 
di molecole di ferredossina. Gli elettroni tornano poi 
ciclicamente attraverso il citocromo by al gruppo di mo- 
lecole di plastochinone così che i protoni vengono tra- 
slocati attraverso la membrana tilacoide. Alternativa- 
mente può essere utilizzato in un processo non ciclico 
mediato dalla ferredossina-NADP*- reduttasi per ridur- 
re il NADP*. L’ATP viene sintetizzato dalla CF;CFATP 
sintasi, che è simile all’analogo complesso dei mitocon- 
dri, in una reazione favorita dalla dissipazione del gra- 
diente protonico attraverso la membrana tilacoide. 
La CO; viene fissata nelle reazioni fotosintetiche al 
buio delle piante e dei cianobatteri dalle reazioni del ci- 
clo di Calvin. La prima fase del ciclo di Calvin catalizza 
la reazione complessiva 3RUBP +3C0, —> 6GAP con il 
consumo di 9 ATP e di 6NADPH. La seconda fase ricicla 
di atomi di carbonio di cinque molecole di GAP per for- 
mare di nuovo le tre molecole di RuBP con cui è iniziato 
il ciclo, un processo che non richiede il supplemento di 
altra energia o equivalenti riducenti. La sesta molecola 
di GAP, il prodotto del ciclo di Calvin, viene usata per sin- 
tetizzare i carboidrati, gli amminoacidi e gli acidi gras- 
si. Gli enzimi che controllano il flusso del ciclo di Calvin 
sono attivati dalla luce mediante variazioni nel pH, nel 
le concentrazioni di Mg** e di NADPH e dal livello redor 
della tioredossina. L’enzima principale del ciclo di Cal 
vin, la RuBP-carbossilasi, catalizza sia una reazione car- 
bossilasica che una reazione ossigenasica con il RuBP. 
Quest’ultima reazione è la prima tappa del ciclo della fo- 
torespirazione che libera CO». La velocità della fotorespi- 
razione aumenta con la temperatura e diminuisce con 
la concentrazione della CO», Le piante C4, comuni ai tro- 
pici, possiedono un sistema per concentrare la CO; nel- 
le loro cellule fotosintetiche in modo da minimizzare gli 


effetti della fotorespirazione, ma al costo di due moleco-. 


le di ATP per molecola di CO, fissata. Alcune piante del 
deserto evitano le perdite di acqua assorbendo la COz 
durante la notte e rilasciandola al ciclo di Calvin duran- 
te il giorno. 
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1. Perché la clorofilla ha un colore verde ed assorbe 
la luce nelle regioni dello spettro rossa e blu (Fig. 
22.5)? 


2. Indicate, ove vi sembri corretto, i componenti analo- 
ghi della catena di trasporto degli elettroni fotosinte- 
tica dei batteri fotosintetici purpurei e dei cloroplasti. 


3. L’antimicina A inibisce la fotosintesi nei cloroplasti. 
Stabilite il suo probabile sito di azione, spiegandone 
le ragioni. 


4. Calcolate l’efficienza energetica della fotosintsi cicli- 
ca e non ciclica nei cloroplasti, usando una luce a 
680 nm. Quale sarà l’efficienza con una luce a 500 
nm? Assumete che la formazione di ATP richieda 
59 kJ- mol”! nelle condizioni fisiologiche. 


*5. Qual è il minimo gradiente di pH necessario per 
sintetizzare ATP da ADP e P;? Assumete che 
[ATP]/([ADPIP;])= 103. T=25 °C e che vengano traslo- 
cati tre protoni per molecola di ATP generata. (Vedi Ta- 
bella 15.3 per le informazioni termodinamiche utili.) 


Stabilite la distribuzione della marcatura nel 
ribulosio-5-fosfato nel ciclo di Calvin dopo due cicli 
di esposizione alla !4CO3. 
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7. I cloroplasti vengono illuminati fino a che gli inter- 
medi del loro ciclo di Calvin non raggiungono uno 


stato stazionario. La luce viene quindi spenta. Come . = 


variano i livelli di RuBP e di 3PG dopo questo evento? 


8. Qual è l’efficienza energetica del ciclo di Calvin com- 


binato con la glicolisi e la fosforilazione ossidativa; 
cioè, quale vantaggio metabolico si ha, nei termini 
di percentuale dell’energia immessa, a sintetizzare 
amido a partire dalla CO», usando il NADPH e l’ATP 
prodotti dalla fotosintesi, invece di conservare diret- 
tamente questi composti «ad alta energia»? Assume- 
te che ogni NADPH sia energeticamente equivalente 


a tre molecole di ATP e che la sintesi e la demolizio- È 


ne dell’amido siano energeticamente equivalenti alla 
sintesi e demolizione del glicogeno. 


9. Se unf pianta C3 e una pianta C4 vengono poste in- i 


sieme in un recipiente sigillato e illuminato, la pian- 
ta C4 sopravvive, mentre la pianta C3 soffre e alla 
fine muore. Spiegate il perché. 


10. Le foglie di alcune specie di piante del deserto han- 
no un sapore acido al mattino presto, ma, durante 
il giorno, perdono questo sapore e diventano amare. 
Spiegate il perché. 


1. Digestione, assorbimento e trasporto dei lipidi 


2. L'ossidazione degli acidi grassi 

. L'attivazione degli acidi grassi 

. Il trasporto attraverso la membrana mitocondriale 

. La B-ossidazione 

. L'ossidazione degli acidi grassi insaturi 
L'ossidazione degli acidi grassi a catena dispari 
La B-ossidazione nei perossisomi 

. Vie minori di ossidazione degli acidi grassi 


TnmnooNna> 


3. I corpi chetonici 


4. La biosintesi degli acidi grassi 

. Una visione d'insieme della via 

. La acetil-CoA carbossilasi 

. La acido grasso sintasi 

. Il trasporto dell’acetil-CoA mitocondriale nel citosol 
. Elongasi e desaturasi 


. La sintesi dei triacilgliceroli 
5. La regolazione del metabolismo degli acidi grassi 


6. Il metabolismo del colesterolo 
A. La biosintesi del colesterolo 
B. II controllo della biosintesi e del trasporto del colesterolo 
C. L'utilizzazione del colesterolo 


7. Il metabolismo dell’arachidonato: prostaglandine, prostacicline, 
tromboxani e leucotrieni 
A. Premesse 
B. La via ciclica del metabolismo dell’arachidonato: prostaglandi- 
ne, prostacicline e tromboxani 
C. La via lineare del metabolismo dell’arachidonato: i leucotrieni 


8. Il metabolismo di fosfolipidi e glicolipidi 
A. I glicerofosfolipidi 
B. Gli sfingofosfolipidi 


C. Gli sfingoglicolipidi 
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Il metabolismo 
lipidico 


I lipidi svolgono funzioni indispensabili nella 
struttura e nel metabolismo cellulare. 
I triacilgliceroli, per esempio, sono la principale for- 
ma di accumulo di energia metabolica negli animali; 
il colesterolo è un componente vitale delle membra- 
ne cellulari e un precursore degli ormoni steroidei 
e degli acidi biliari; l’arachidonato è un acido grasso 
insaturo che serve come precursore di prostaglandi- 
ne, prostacicline, tromboxani e leucotrieni, potenti 
mediatori intracellulari che controllano numerosi pro- 
cessi complessi; glicolipidi complessi e fosfolipidi so- 
no componenti maggioritari delle membrane biolo- 
giche. 

Abbiamo trattato della struttura dei lipidi semplici 
e complessi nel paragrafo 11.1. 
Nella prima metà di questo capitolo prenderemo in 
considerazione il metabolismo degli acidi grassi e dei 
triacilgliceroli comprese la loro digestione, ossidazio- 
ne e biosintesi. 
Prenderemo quindi in considerazione come viene sin- 
tetizzato e utilizzato il colesterolo, e come l’arachi- 
donato viene convertito in prostaglandine, prostaci- 
cline, tromboxani e leucotrieni. Concluderemo stu- 
diando come glicolipidi complessi e fosfolipidi sono 
sintetizzati a partire dai loro componenti semplici, 
lipidi e carboidrati. 


1. DIGESTIONE, ASSORBIMENTO 
E TRASPORTO DEI LIPIDI 


I triacilgliceroli (chiamati anche grassi, tri- 
gliceridi e lipidi di deposito) costituiscono sia il 
-90% dei lipidi assunti con l’alimentazione che la 
forma principale di immagazzinamento di energia me- 
tabolica nell’uomo. 1 triacilgliceroli sono triesteri di 
glicerolo con acidi grassi come gli acidi palmitico e 
oleico (vedi formula alla pagina seguente) 
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1-palmitoil-2,3-dioleil-glicerolo 


(i nomi e le formule strutturali di alcuni acidi grassi 
biologicamente comuni sono elencati nella Tabella 
11.1). 

Come il glucosio essi sono metabolicamente ossida- 
ti a CO, e H:0. Poiché la maggior parte degli atomi 
di carbonio dei triacilgliceroli hanno stati di ossida- 
zione più bassi di quelli del glucosio, il metabolismo 
ossidativo dei grassi genera il doppio di energia di 
un pari peso secco di carboidrati o proteine (Tabella 
23.1). Inoltre, i grassi, essendo non polari, sono accu- 
mulati allo stato anidro mentre il glicogeno, la forma 
di immagazzinamento del glucosio, è polare ed è, 
quindi, accumulato in una forma idratata che contie- 
ne acqua pari a circa due volte il suo peso secco. I 
grassi quindi forniscono fino a sei volte l’energia me- 
tabolica di un uguale peso di glicogeno idratato. 


Componente AH (kJ-g7! in peso secco) 
Carboidrati 16 
Grassi 37 
Proteine 17 


Fonte: NewsHome, E.A. e LeecH, A.R., Biochemistry for the Medical Sciences, 
p. 16, Wiley, 1983. 


Figura 23.1 La fosfolipasi Az scinde in modo idrolitico il residuo di 
acido grasso in posizione C(2) da un triacilglicerolo generando il cor- 
rispondente lisofosfolipide. Sono mostrati anche i legami idrolizzati 
da altri tipi di fosfolipasi, il cui nome deriva dalle loro specificità. 


wv 
Sa Ai 
(0) 
Il 
pico C-R, 20 
R.—(0— CH lo) 
I [ 


Fosfolipasi C 


Fosfolipide 


Fosfolipasi D 
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La digestione dei lipidi avviene 
in corrispondenza dell’interfaccia lipide-acqua 


Poiché i triacilgliceroli sono insolubili in acqua 
mentre gli enzimi digestivi sono idrosolubili, la dige- 
stione dei triacilgliceroli avviene in corrispondenza del- 
l’interfaccia lipide-acqua. La velocità di digestione dei 
triacilgliceroli dipende quindi dall’ampiezza della su- 
perficie dell’interfaccia, una quantità che è di molto 
aumentata dal rimescolamento determinato dai mo- 
vimenti peristaltici dell’intestino combinati con l’a- 
zione emulsionante degli acidi biliari. Gli acidi bi- 
liari sono potenti detergenti digestivi che, come ve- 
dremo nel paragrafo 23.6C, sono sintetizzati dal fe- 
gato e secreti dalla colecisti nell’intestino tenue dove 
hanno prevalentemente luogo la digestione e l’assor- 
bimento dei lipidi. 

La lipasi pancreatica catalizza l’idrolisi dei triacil- 
gliceroli in corrispondenza delle loro posizioni 1 e 
3 formando sequenzialmente 1,2-diacilgliceroli e 
2-acilgliceroli oltre a sali di Na* e K* degli acidi gras- 
si (saponi). Questi saponi, essendo anfipatici, aiu- 
tano nel processo di emulsionazione dei lipidi. La li- 
pasi, come molte proteine, viene rapidamente dena- 
turata in corrispondenza delle interfacce, comprese 
le interfacce lipidi-acqua. La colipasi, una proteina 
pancreatica che forma un complesso 1:1 con la lipasi, 
inibisce la denaturazione della lipasi sulla superficie 
e la ancora all’interfaccia lipidi-acqua. 

I fosfolipidi vengono degradati dalla fosfolipasi 
Az pancreatica, che stacca idroliticamente il residuo 
di acido grasso in corrispondenza di C(2) generando 
il corrispondente lisofosfolipide (Fig. 23.1), che pu- 
re è un potente detergente. Il fosfolipide lecitina (fo- 
sfatidilcolina), infatti, è secreto nella bile, presumi- 
bilmenfe per aiutare la digestione dei lipidi. 

La fosfolipasi A, pancreatica, come la lipasi pan- 
creatica, catalizza di preferenza reazioni all’interfac- 
cia. La struttura ai raggi X dell’enzima bovino, de- 
terminata da Jan Drenth, suggerisce la base struttu- 
rale di questa preferenza. Il sito attivo dell’enzima, 
che assomiglia a quello della chimotripsina (paragra- 


Lisofosfolipide 
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Figura 23.2 Modello ipotetico della fosfolipasi Az sotto forma di com- 
plesso con una micella di lisofosfatidil etanolammina mostrato in se- 
zione trasversa. La proteina è disegnata in blu-verde, i gruppi della 
testa fosfolipidica sono gialli e le loro code idrocarburiche sono blu. 
I movimenti atomici calcolati per l'assemblaggio sono indicati me- 
diante una serie di immagini sovrapposte prese ad intervalli di 
5-picosecondi. (Per gentile concessione di Raymond Salemme, E. |. 
du Pont de Nemours & Company.) 


fo 14.3B), occupa una depressione circondata da un 
anello e da due zone che lo fiancheggiano di 21 resi- 
dui superficiali le cui catene laterali si estendono verso 
gli aggregati di fosfolipide e, presumibilmente, vi si 
legano. Si ritiene che questo raggruppamento posi- 
zioni il sito attivo sopra una molecola di fosfolipide 
(Fig. 23.2) che, come indicano misurazioni in NMR, 
assume una conformazione nella micella che è com- 
x plementare al sito attivo. 


Il meccanismo catalitico della fosfolipasi Az 


Il confronto tra le strutture ai raggi X della fo- 
sfolipasi A, del veleno di cobra e di quella, ad essa 
lontanamente correlata, del veleno delle api sotto for- 
ma di complesso con lo stesso analogo dello stato di 
transizione rivela che l’analogo dello stato di transi- 
zione interagisce con il macchinario catalitico di en- 
trambi gli enzimi in modo sostanzialmente identico. 
Il meccanismo catalitico dedotto da queste strutture 
assomiglia a quello delle serina proteasi (paragrafo 
14.3C) nel senso che entrambi i meccanismi coinvol- 
gono un residuo His polarizzato-Asp. Nella fosfolipa- 
si A2, però, il nucleofilo attaccante che attiva il resi- 
duo His è una molecola d’acqua legata alla proteina 
invece di un gruppo Ser-0H, di modo che lo stato 
di transizione collassa direttamente nei prodotti in- 
vece di generare un acile-enzima intermedio. Lo sta- 
to di transizione della fosfolipasi A, partecipa anche 
al legame di uno ione Ca?* essenziale, legato alla 


proteina, che si ritiene sia responsabile sia dell’ap- 
propriato orientamento che della stabilizzazione elet- 
trostatica dell’ossianione dello stato di transizione. Un 
secondo ione Ca°+ adiacente, legato alla proteina, po- 
trebbe analogamente aiutare elettrostaticamente a ca- 
talizzare la reazione. 

Perché la fosfolipasi A, catalizza di preferenza le 
reazioni a livello dell’interfaccia lipidi-acqua? Il con- 
fronto tra la struttura ai raggi X dell’enzima del ve- 
leno del cobra inibito e di quello non inibito mostra 
che l’enzima non va incontro a una significativa mo- 
dificazione strutturale in seguito al legame con il sub- 
strato. Poiché, però, la conformazione del substrato 
legato all’enzima è simile sia a quella che si osserva 
negli aggregati cristallini sia a quella dei fosfolipidi 
nelle micelle ricavata con misurazioni in NMR, sem- 
bra che l’enzima leghi i fosfolipidi nella conforma- 
zione che viene loro imposta dall’aggregazione. 

Inoltre, un canale idrofobico nella proteina forni- 
sce al substrato una via di accesso diretta dalla su- 
perficie dell'enzima legato all’aggregato di fosfolipi- 
di al sito attivo dell’enzima di modo che non è neces- 
sario che il substrato venga solubilizzato e successi- 
vamente estratto per potersi legare all’enzima in mo- 
do produttivo. Per contro, i fosfolipidi in soluzione 
e non aggregati devono prima superare queste signi- 
ficative barriere cinetiche per potersi legare all’enzi- 
ma; questo spiega perché la fosfolipasi A, catalizza 
di preferenza le reazioni a livello dell’interfaccia 
lipidi-acqua. 


Gli acidi biliari facilitano l’assorbimento 
intestinale dei lipidi 


La miscela di acidi grassi, mono- e diacilglice- 
roli prodotta dalla digestione dei lipidi viene assorbi- 
ta dalle cellule che rivestono l’intestino tenue (la mu- 
cosa intestinale) con un processo facilitato dagli acidi 
biliari. Le micelle formate dagli acidi biliari incorpo- 
rano i prodotti non polari della degradazione dei li- 
pidi in modo da permettere il loro trasporto attra- 
verso lo strato acquoso non rimescolato che confina 
con la parete intestinale. L’importanza di questo pro- 
cesso è dimostrata dagli individui che presentano una 
ostruzione dei dotti biliari: essi assorbono pochi dei 
lipidi della loro dieta ma li eliminano invece in for- 
ma idrolizzata con le feci (steatorrea). Evidentemen- 
te gli acidi biliari non sono solo un aiuto per la dige- 
stione dei lipidi ma sono essenziali per l’assorbimen- 
to dei prodotti della digestione dei lipidi. Gli acidi bi- 
liari sono analogamente necessari per un efficiente 
assorbimento intestinale delle vitamine liposolubili 
A, DE e K. 
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CH,0H ATP.ADP ì CH 08 
HO-C-H HO—-C-H 

Ì Glicerolo I 

CH,0H chinasi cH a O—-PO3 
L-glicerolo L-glicerolo-3-fosfato 


Figura 23.3 La conversione del glicerolo nell’intermedio glicolitico 
diidrossiacetone fosfato. 


I lipidi sono trasportati in complessi lipoproteici 


I prodotti della digestione dei lipidi assorbiti 
dalla mucosa intestinale sono convertiti da questo tes- 
suto in triacilgliceroli (paragrafo 23.4F) e quindi im- 
pacchettati in particelle lipoproteiche chiamate chi- 
lomicroni. Questi, a loro volta, attraverso il sistema 
linfatico sono rilasciati nel torrente circolatorio per 
essere trasportati ai tessuti. Analogamente, i triacil- 
gliceroli sintetizzati dal fegato sono impacchettati nel- 
le lipoproteine a densità molto bassa (VLDL) e 
rilasciati direttamente nel sangue. Queste lipoprotei- 
ne, la cui origine, struttura e funzione sono state de- 
scritte nel paragrafo 11.4, mantengono in soluzione 
acquosa i propri componenti lipidici altrimenti inso- 
lubili. 


Figura 23.4 Il classico esperimento di Franz Knoop che indica che 
gli acidi grassi sono ossidati metabolicamente in corrispondenza del 
loro atomo di carbonio 8. Acidi grassi marcati con fenile in w conte- 
nenti un numero dispari di atomi di carbonio vengono ossidati ad 
acido benzoico, il prodotto C1 marcato con fenile, mentre quelli con 
un numero pari di atomi di carbonio vengono ossidati ad acido feni- 
lacetico, il prodotto C2 marcato con fenile. Questi prodotti vengono 
escreti sotto forma delle loro rispettive glicinamidi acido ippurico e 
acido fenilacetico. Le frecce verticali indicano i siti dedotti di ossida- 
zione del carbonio. I prodotti C, intermedi sono ossidati a CO, ed 
H70 e non vengono quindi isolati. 
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I triacilgliceroli che compongono chilomicroni e 
VLDL vengono idrolizzati ad acidi grassi liberi e gli- 
cerolo nei capillari del tessuto adiposo e del muscolo 
scheletrico ad opera della lipasi lipoproteica (para- 
grafo 11.4B). Gli acidi grassi liberi che ne risultano. 
sono incorporati da questi tessuti mentre il glicerolo 
viene trasportato al fegato o al rene. Lì viene conver- 
tito nell’intermedio glicolitico diidrossiacetone fosfa- 
to ad opera delle azioni sequenziali di glicerolo chi- 
nasi e glicerolo-3-fosfato deidrogenasi (Fig. 23.3). 

La mobilizzazione dei triacilgliceroli accumulati nel 
tessuto adiposo coinvolge la loro idrolisi a glicerolo 
e acidi grassi liberi ad opera della triacilglicerolo 
lipasi ormone-sensibile (paragrafo 23.5). Gli acidi 
grassi liberi vengono rilasciati nel sangue dove si le- 
gano all’albumina, una proteina solubile monome- 
rica di 66,5 kD che rappresenta circa la metà delle 
proteine del siero. In assenza di albumina, la solubi- 
lità massima degli acidi grassi liberi è — 10-6M. Al 
di sopra di questa concentrazione, gli acidi grassi li- 
beri formano micelle che funzionano come detergenti 
sconvolgendo la struttura di membrane e proteine 
e comportandosi quindi come agenti tossici. Tuttavia 
la solubilità effettiva degli acidi grassi nei complessi 


acidi grassi-albumina raggiunge il valore di 2 mm. :- Li 


Ciò non di meno, quei rari individui affetti da anal- 
buminemia (livelli di albumina gravemente depressi) 


non soffrono di sintomi apparentemente negativi; evi- |’ - 
dentemente i loro acidi grassi vengono trasportati in . . 


complesso con altre proteine del siero. 


ni Prodotto ‘escreto. ci 


0 
I 

_—— (ie 

STI) 


Residuo di glicina 
Acido ippurico 


; (e) (0) lo, 

ZA 4 \ 4 Il 
7 CHg==-CHy—(CHoCHo), — CHo_ C (a. =» ocor COOH 
7 Y 2 209 2 \a e 5) di 2 2 


Residuo di glicina 
Acido fenilaceturico 


Il metabolismo lipidico 713 
© 88-08-10538-5 


2. L’OSSIDAZIONE DEGLI ACIDI GRASSI 


[887]La strategia biochimica dell’ossidazione degli 
acidi grassi è stata compresa molto prima dell’avvento 
delle moderne tecniche biochimiche che coinvolgo- 
no la purificazione degli enzimi o l’uso di traccianti 
radioattivi. Nel 1904 Franz Knoop, nel primo esem- 
pio di uso di marcatori chimici per seguire le tracce 
di una via metabolica, ha nutrito dei cani con degli 
acidi grassi marcati sul loro atomo di carbonio w (l’ul- 
timo) con un anello benzenico e ha isolato dalle loro 
urine i prodotti metabolici contenenti fenile. I cani 
nutriti con acidi grassi marcati a catena dispari eli- 
minavano acido ippurico, mentre quelli nutriti con 
acidi grassi a catena pari eliminavano acido fenila- 
ceturico, la glicinamide dell’acido fenilacetico (Fig. 
23.4). Knoop ha quindi dedotto che l’ossidazione del- 
l’atomo di carbonio 8 a gruppo carbossilico è coin- 
volta nella demolizione degli acidi grassi. Altrimenti 
l’acido fenilacetico sarebbe ulteriormente ossidato ad 
acido benzoico. Knoop ha proposto che questa demo- 
lizione avvenga tramite un meccanismo noto come 
B-ossidazione in cui l’atomo Cg dell’acido grasso 
viene ossidato. Solo nel 1950, però, in seguito alla sco- 
perta del coenzima A, sono stati isolati gli enzimi 
dell’ossidazione degli acidi grassi ed è stato chiarito 
il meccanismo delle loro reazioni. Questo lavoro ha 
confermato le ipotesi di Knoop. 


A. L'attivazione degli acidi grassi 


Prima di poter essere ossidati gli acidi grassi 
devono essere «attivati» per poter reagire, con una 
reazione di acilazione dipendente da ATP che gene- 
ra acil-CoA grasso. Questo processo di «attivazione» 
è catalizzato da una famiglia di almeno tre acil-CoA 
sintetasi (chiamate anche tiochinasi) che differisco- 
no per la specificità verso la lunghezza della catena. 
Questi enzimi, che sono associati con il reticolo endo- 
plasmatico o con la membrana mitocondriale ester- 
na, catalizzano tutti la reazione 


acido grasso + CoA + ATP == acil-CoA + AMP + PP; 


Nell’attivazione del palmitato, marcato con 180, da 
parte di una acil-CoA sintetasi a catena lunga, sia 
l’AMP che l’acil-CoA prodotti sono marcati da ‘50. 
Questa osservazione indica che la reazione ha un’a- 
nidride mista acilademilata intermedia che viene at- 
taccata dal gruppo sulfidrilico del CoA per formare 
il prodotto tioestere (Fig. 23.5). La reazione comporta 
sia il taglio che la sintesi di legami con elevate ener- 
gie libere negative di idrolisi così che la modificazio- 
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Figura 23.5 Il meccanismo della «attivazione» degli acidi grassi cata- 
lizzata dalla acil-CoA sintetasi. Esperimenti condotti utilizzando acidi 
grassi marcati con ‘80 (*) dimostrano che la formazione di acil-CoA 
coinvolge come intermedio un’anidride mista aciladenilata. 


ne dell’energia libera associata alla reazione comples- 
siva è prossima a zero. La reazione è sostenuta fino 
alla fine nella cellula dall’idrolisi altamente esoergo- 
nica del pirofosfato (PP,) catalizzata dalla ubiquita- 
ria pirofosfatasi inorganica. Quindi, come avvie- 
ne comunemente nelle vie metaboliche, una reazio- 
ne che forma un legame «ad alta energia» attraverso 
l’idrolisi di uno dei legami fosfoanidride dell’ATP è 
sostenuta fino alla fine dall’idrolisi del secondo di ta- 
* li legami. 


B. Il trasporto 
attraverso la membrana mitocondriale 


Anche se gli acidi grassi sono attivati per l’ossi- 
dazione nel citosol, sono ossidati nei mitocondri, co- 
me hanno dimostrato, nel:1950, Eugene Kennedy e 
Albert Lehninger. Dobbiamo quindi prendere in con- 
siderazione come l’acil-CoA venga trasportato attra- 
verso la membrana mitocondriale interna. Un acil- 
CoA a catena lunga non può attraversare direttamente 
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Figura 23.6 La acilazione della carnitina è catalizzata dalla carnitina 
palmitoil transferasi. 


la membrana mitocondriale interna. Il suo gruppo 
acilico invece viene prima trasferito sulla carnitina 
(Fig. 23.6), un composto presente sia in tessuti ani- 
mali che vegetali. Questa reazione di transesterifica- 
zione ha una costante di equilibrio prossima a 1, il 
che indica che il legame O-acile della acilcarnitina 
ha una energia libera di idrolisi simile a quella del 
tioestere. Le carnitina palmitoil transferasi I e II, 
che possono trasferire numerosi gruppi acilici, sono 
rispettivamente localizzate sulla superficie interna ed 
esterna della membrana mitocondriale interna. Il pro- 
cesso di traslocazione di per sé è mediato da una pro- 
teina di trasporto specifica che trasporta la acilcarni- 
tina nel mitocondrio mentre trasporta la carnitina 
libera nella direzione opposta. Il trasporto di acil-CoA 
procede quindi mediante quattro reazioni (Fig. 23.7): 


1. Il gruppo acilico di un acil-CoA citosolico viene 
trasferito alla carnitina rilasciando quindi il CoA 
nel suo pool citosolico. 

2. L’acilcarnitina che ne risulta viene trasportata nel- 
la matrice mitocondriale dal sistema di trasporto. 

3. Il gruppo acilico viene trasferito a una molecola 
di CoA del pool mitocondriale. 

4. La carnitina viene riportata nel citosol. 


La cellula mantiene quindi due pool separati di CoA, 
uno citosolico e uno mitocondriale. Il pool mitocon- 
driale funziona nella degradazione ossidativa tanto 
del piruvato (paragrafo 19.2 A) e di certi amminoaci- 
di (paragrafi 24.3E e 24.3G) quanto degli acidi grassi. 
La cellula mantiene analogamente separati i pool di 
ATP e NAD+ citosolico e mitocondriale. 


C. La B-ossidazione 


Gli acidi grassi vengono smantellati mediante 
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la B-ossidazione dell’acil-CoA, un processo che proce- 
de in quattro reazioni (Fig. 23.8): 


1. Formazione di un doppio legame trans a,f attra- 
verso deidrogenazione da parte del flavoenzima 
acil-CoA deidrogenasi (Fig. 23.9). 

2. Idratazione del doppio legame da parte dell’enoil- 
CoA idratasi che genera un 3-L-idrossiacil-CoA. 

3. Deidrogenazione di questo #-idrossiacil-CoA ad 
opera della 3-L-idrossiacil-CoA deidrogenasi 
che genera il corrispondente £-chetoacil-CoA. 

4. Taglio del legame C,—Cg in una reazione di tio- 
lisi con CoA catalizzata dalla B-chetoacil-CoA tio- 
lasi (o semplicemente tiolasi) che genera acetil- 
CoA e un nuovo acil-CoA. che contiene due atomi 
di C in meno dell’originale. 


I primi tre passaggi di questo processo assomigliano 
chimicamente alle reazioni del ciclo dell’acido citrico 
che convertono il succinato in ossalacetato (paragrafi 
19.3F e 19.3H). 
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La acil-CoA deidrogenasi viene riossidata 
tramite la catena di trasporto degli elettroni 


[991]I mitocondri contengono tre acil-CoA deidro- 
genasi con specificità per acil-CoA a catena corta, me- 
dia e lunga. Si ritiene che la reazione catalizzata da 
questi enzimi coinvolga la rimozione di un protone 
in corrispondenza di GC, e il trasferimento di uno io- 
ne idruro equivalente da Cg a FAD (Fig. 23.8, rea- 
zione 1). Il risultante FADH; viene riossidato dalla 
catena di trasporto degli elettroni del mitocondrio 
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Figura 23.7 Il trasporto degli acidi grassi nei mitocondri. 
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con la mediazione di una serie di reazioni di trasferi- 
mento di elettroni. La flavoproteina che trasferi- 
sce elettroni (ETF) trasferisce una coppia di elet- 
troni da FADH; alla proteina flavo-ferro-solforata 
ETF:ubichinone ossidoreduttasi che, a sua volta, 
trasferisce una coppia di elettroni alla catena di tra- 
sporto di elettroni mitocondriale riducendo il coen- 
zima Q (CoQ; Fig. 23.8, reazioni 5-8). La riduzione 
di O, ad H30 da parte della catena di trasporto de- 
gli elettroni iniziando allo stadio di CoQ ha come ri- 
sultato la sintesi di due ATP per coppia di elettroni 
trasferita (paragrafo 20.2B). 


La deficienza di acil-CoA deidrogenasi 
ha conseguenze fatali 


La morte improvvisa di un neonato apparente- 
mente sano, spesso notturna, è stata chiamata, per 
mancanza di spiegazioni reali, sindrome della mor- 
te improvvisa del neonato (SIDS). 
La acil-CoA a catena media deidrogenasi (MCAD) 
è stata trovata carente ben nel 10% di questi neonati, 
rendendo questa malattia genetica più frequente della 
fenilchetonuria (PKU) (paragrafo 24.3H), un difet- 
to genetico nella degradazione della fenilalanina per 
il quale vengono di routine analizzati tutti i neonati. 
Il glucosio è il principale substrato del metabolismo 
energetico appena dopo il pasto, ma quando il livello 
di glucosio più tardi diminuisce, il ritmo della ossi- 
dazione degli acidi grassi deve, di conseguenza, au- 
mentare. La morte improvvisa nei neonati privi di 
MCAD potrebbe essere determinata dallo squilibrio 
tra ossidazione di glucosio e di acidi grassi. 

Una deficienza di acil-CoA deidrogenasi è stata an- 
che implicata nella malattia giamaicana del vo- 
mito, le cui vittime soffrono di vomito violento se- 
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guito da convulsioni, coma e morte. Nella maggior 
parte dei casi si osserva una grave ipoglicemia. Que- 
sta condizione deriva dall’assunzione del frutto 
dell’«ackee» acerbo, che contiene ipoglicina A, un 
amminoacido insolito, che viene metabolizzato a 
metileneciclopropilacetil-CoA (MCPA-CoA). Si ri- 
tiene che MCPA-CoA, un substrato per la acil-CoA 
deidrogenasi, vada incontro al primo passaggio della 
reazione catalizzata da questo enzima, la rimozione 
di un protone da C,, e generi un intermedio reatti- 
vo che modifica covalentemente il gruppo prostetico 
FAD dell’enzima (Fig. 23.10). Poiché una tappa nor- 
male nel meccanismo di reazione dell’enzima gene- 
ra l’intermedio reattivo, si dice che MCPA-CoA è un 
inibitore basato su meccanismo. 


La reazione della tiolasi procede 
col taglio di un estere di Claisen 


[993]La enoil-CoA idratasi catalizza l’aggiunta ste- 
reospecifica di H,0 al doppio legame trans a,8 del 
suo substrato generando 3-L-(S)-idrossiacil-CoA. 

La 3-L-idrossiacil-CoA deidrogenasi ossida questo al- 
col secondario a chetone utilizzando NAD* come 
agente ossidante. 

Lo stadio finale del processo di B-ossidazione degli aci- 
di grassi, la reazione della tiolasi, genera acetil-CoA e 
un nuovo acil-CoA che è di due atomi di carbonio più 
corto di quello che ha iniziato il ciclo (Fig. 23.11): 


1. Il primo passaggio della reazione della tiolasi coin- 
volge la formazione di un legame tioestere con 
il substrato a opera di un gruppo tiolico del sito 
attivo, una deduzione basata sull’osservazione che 
['4Clacetil-CoA marca uno specifico residuo Cys 
dell’enzima. 


(0) Figura 23.10 La conversione metabolica del- 
Il l’ipoglicina A che genera un prodotto che 
inattiva la acil-CoA deidrogenasi. Modifica- 
zioni dello spettro suggeriscono che il FAD 
che costituisce il gruppo prostetico dell’en- 
zima è stato modificato, anche se l’addotto 
implicato non è stato ancora caratterizzato. 
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2. Il secondo passaggio coinvolge il taglio del lega- 
me carbonio-carbonio che genera un carbanione 
acetil-CoA intermedio che è stabilizzato dalla re- 
trazione di elettroni all’interno del gruppo car- 
bonilico del tioestere. Questo tipo di reazione è 
nota come taglio di un estere di Claisen (il contra- 
rio di una condensazione di Claisen). L’enzima del 
ciclo dell’acido citrico citrato sintasi catalizza an- 
che una reazione che coinvolge un carbanione 
acetil-CoA intermedio (paragrafo 19.3A). 

3. Il carbanione acetil-CoA intermedio è protonato 
da un gruppo acido dell’enzima generando acetil- 
CoA. 

4. Infine, CoA sostituisce il gruppo tiolico dell’enzi- 
ma dell’intermedio enzima-tioestere generando 
acil-CoA. 


L’ossidazione degli acidi grassi 
è altamente esoergonica 


La funzione dell’ossidazione degli acidi grassi 
è, naturalmente, di generare energia metabolica. Cia- 
scun ciclo di B-ossidazione produce un NADH, un 
FADH; e un acetil-CoA. L’ossidazione dell’acetil-CoA 
attraverso il ciclo dell’acido citrico genera altri 
FADH; e NADH che vengono riossidati attraverso la 
fosforilazione ossidativa formando ATP. La comple- 
ta ossidazione di una molecola di acido grasso è quindi 
un processo altamente esoergonico, che genera nu- 
merosi ATP. Per esempio, l'ossidazione del palmitoil- 
CoA (che ha un gruppo acilico grasso Cig) richiede 
Sette cicli di -ossidazione con produzione di 7 
FADH»;, 7 NADH e 8 acetil-CoA. L’ossidazione degli 
8 acetil-CoA produce, a sua volta, 8 GTP, 24 NADH 
€ 8 FADH;. Poiché la fosforilazione ossidativa delle 
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Figura 23.11 Il meccanismo di azione della 6-chetoacil-CoA tiolasi. 
Un residuo Cys del sito attivo partecipa alla formazione di un inter- 
medio enzima-tioestere. 


31 molecole di NADH genera 93 ATP e quella dei 
15 FADH, genera 30 ATP, sottraendo i 2 ATP ne- 
cessari per la formazione dell’acil-CoA grasso (para- 
grafo 23.24), l’ossidazione di una molecola di palmi- 
tato dà una resa netta di 129 ATP. 


D. L’ossidazione degli acidi grassi insaturi 


Quasi tutti gli acidi grassi insaturi di origine 
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Figura 23.12 La struttura di due acidi grassi insaturi comuni. La mag- 
gior parte degli acidi grassi insaturi contengono doppi legami in cis 
non coniugati. 


biologica (paragrafo 11.1A) contengono solo doppi le- 
gami in cis, che nella maggior parte dei casi iniziano 
tra C(9) e C(10) (a cui ci si riferisce come A° 0 doppio 
legame-9; Tabella 11.1). Doppi legami aggiuntivi, se 
ci sono, si trovano a intervalli di tre atomi di carbo- 
nio e non sono quindi mai coniugati. Due esempi di 
acidi grassi insaturi sono l’acido oleico e l’acido lino- 
leico (Fig. 23.12). Notate come uno dei doppi legami 
dell’acido linoleico sia in corrispondenza di un ato- 
mo di carbonio «dispari» e l’altro di uno «pari». I dop- 
pi legami in corrispondenza di queste posizioni de- 
gli acidi grassi pongono due problemi per la via del- 
la B-ossidazione che sono risolti attraverso l’azione 
di altri tre enzimi (Fig. 23.13). 


Problema 1: un doppio legame 8,y 


La prima difficoltà enzimatica si incontra dopo 
il terzo ciclo di B-ossidazione: il risultante enoil-CoA 
contenente un doppio legame cis-8,y non è un sub- 
strato della enoil-CoA idratasi. La enoil-CoA isome- 
rasi, tuttavia, media la conversione del doppio lega- 
me cis-A3 nella forma più stabile trans-A*° estere- 
coniugata: 


HH î H î 
DIO) ra (9; 000 x 
IU? “ Ne00 A >N SCoA 
(H H H H H 
B Enoil-CoA B 
| isomerasi 
Enz Enz 


Composti di questo tipo sono normali substrati della 
enoil-CoA idratasi e la B-ossidazione può così prose- 
guire. 
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Problema I: 


doppio legame 8,y 
SAITTA C_ 


Cc 
It 
(0) 


Un ciclo di 8-ossidazione 
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NAD' + FAD + CoASH 
NADH + FADH, + Acetil-CoA 


Problema II: il 
doppio legame A* 


NADPH + H* 
NADP* 


2,4-dienoil-CoA 
reduttasi (di mammifero) 


2,4-dienoil- î 


CoA reduttasi C 
(di E. colà) TN NNAIN a 


CoA 


3,2-enoil-CoA 
isomerasi (di mammifero) 


Continuazione della 8-ossidazione 


Figura 23.13 Problemi nell’ossidazione degli acidi grassi insaturi e: 


loro soluzioni. Viene usato come esempio l’acido linoleico. Il primo 


problema, la presenza di un doppio legame £,y, è risolto dalla con-' 
versione del legame in un doppio legame trans-a,8 catalizzata dalla 


enoil-CoA isomerasi. Il secondo problema, cioè il fatto che il 2,4-dienoil-- 
COA non è un substrato della enoil-CoA idratasi, è eliminato median- 
te la riduzione dipendente da NADPH del doppio legame 4 ad opera 
della 2,4-dienoil-CoA reduttasi che genera il substrato per la #- 


ossidazione trans-2-enoil-CoA in £. coli e trans-3-enoil-CoA nei mam-. 


miferi. | mammiferi quindi hanno anche la 3,2-enoil-CoA isomerasi, 
che converte il trans-3-enoil-CoA in trans-2-enoil-CoA. ° 
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Problema 2: un doppio legame A* 
inibisce l’azione della idratasi 


La difficoltà successiva sorge nel quinto ciclo 
della B-ossidazione. La presenza di un doppio lega- 
me in corrispondenza di un atomo di carbonio «pari» 
ha come risultato la formazione di 2,4-dienoil-CoA, 
che non è un buon substrato per la enoil-CoA idrata- 
si. La 2,4-dienoil-CoA reduttasi NADPH-dipen- 
dente, però, riduce il doppio legame A*. La redutta- 
si di E. coli produce trans-2-enoil-CoA, un substrato 
normale della B-ossidazione. La reduttasi dei mam- 
miferi, invece, genera trans-3-enoil-CoA che, per pro- 
cedere lungo la via della 8-ossidazione, deve prima 
essere isomerizzato a trans-2-enoil-CoA ad opera della 
3,2-enoil-CoA isomerasi. 


Fino a poco tempo fa era generalmente accettato che 
il 2,4-dienoil-CoA fosse un substrato della enoil-CoA 
idratasi in grado di generare, dopo un ulteriore ciclo 
di B-ossidazione, cis-A°-envil CoA che, a sua volta, fos- 
se convertito a 3-D-idrossiacil-CoA dalla enoil-CoA idra- 
tasi. Questo D-isomero non è un substrato della 8- 
ossidazione ma si riteneva che fosse convertito nel suo 
L-stereoisomero normalmente metabolizzabile a ope- 
ra della 3-idrossiacil-CoA epimerasi. La scoperta che 
questa epimerasi è, di fatto, un enzima perossisomiale 
anziché mitocondriale, insieme alla scoperta della 
2,4-dienoil-CoA reduttasi ha portato alla formulazio- 
ne della revisione della via metabolica schematizzata 
nella parte bassa della Fig. 23.13. 


E. L'ossidazione degli acidi grassi 
a catena dispari 


La maggior parte degli acidi grassi hanno un 
numero pari di atomi di carbonio e vengono quindi 
completamente convertiti in acetil-CoA. Alcune piante 
e organismi marini, tuttavia, sintetizzano acidi gras- 
si con un numero dispari di atomi di carbonio. Il ci- 
clo finale della B-ossidazione di questi acidi grassi ge- 
nera propionil-CoA che, come vedremo, viene conver- 
tito in succinil-CoA per entrare nel ciclo dell’acido ci- 
trico. Il propionato o propionil-CoA viene prodotto 
anche per ossidazione degli amminoacidi isoleucina, 
valina e metionina (paragrafo 24.3E). Inoltre, i rumi- 
nanti, come i bovini, ricavano la maggior parte del 
loro apporto calorico dall’acetato e propionato pro- 
dotti nel loro rumine (stomaco) dalla fermentazione 
batterica dei carboidrati. Questi prodotti vengono as- 
sorbiti dall’animale e metabolizzati dopo conversio- 
ne nel corrispondente acil-CoA. 
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Figura 23.14 La conversione di propionil-CoA in succinil-CoA. 


La propionil-CoA carbossilasi 
ha la biotina come gruppo prostetico 


La conversione di propionil-CoA a succinil-CoA 
coinvolge tre enzimi (Fig. 23.14). La prima reazione 
è quella della propionil-CoA carbossilasi, un enzi- 
ma tetramerico che contiene biotina come gruppo 
prostetico (paragrafo 21.1A). 

La reazione avviene in due tappe (Fig. 23.15): 


1. Carbossilazione della biotina in corrispondenza di 
N(1’) da parte dello ione bicarbonato come nella rea- 


zione catalizzata dalla piruvato carbossilasi (Fig. 


21.4). Questa tappa, che viene sostenuta dalla con- 
comitante idrolisi di ATP ad ADP e P,, attiva il ri- 
sultante gruppo carbossilico in modo che possa es- 
sere trasferito senza ulteriore apporto energetico. 
2. Trasferimento stereospecifico del gruppo carbos- 
silico attivato dalla carbossibiotina al propionil- 
CoA con formazione di (S)-metilmalonil-CoA. 
Questa tappa avviene grazie all’attacco nucleofili- 
co sulla carbossibiotina di un carbanione in corri- 
spondenza di C(2) del propionil-CoA. 


TIE STIMTISTNE TETI 
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Figura 23.15 La reazione della propionil-CoA carbossilasi coinvolge: 
(1) la carbossilazione della biotina con la concomitante idrolisi di 
ATP; seguita dalla (2) carbossilazione di un carbanione propionil-CoA 
mediante il suo attacco sulla carbossibiotina. 


Queste due tappe della reazione si verificano su siti 
catalitici diversi della propionil-CoA carbossilasi. E 
stato quindi proposto che il legame della biotinillisi- 
na che collega l’anello biotinico all’enzima formi un 
giunto flessibile che permetta un trasferimento effi- 
ciente dell’anello biotinico tra questi due siti attivi, 
come è postulato per l’enzima contenente biotina pi- 
ruvato carbossilasi (paragrafo 21.1A). 

La formazione del carbanione C(2) nel secondo sta- 
dio della reazione della propionil-CoA carbossilasi 
coinvolge il trasferimento di un protone a a un tioe- 
stere. Questo protone è relativamente acido poiché, 
come abbiamo visto nel paragrafo 23.2C, la carica 
negativa su un carbanione a può essere delocalizzata 
nel gruppo carbonilico del tioestere. Questo può spie- 
gare la via relativamente convoluta percorsa nella con- 
versione del propionil-CoA a succinil-CoA (Fig. 23.14). 
Sembrerebbe più semplice, per lo meno sulla carta, 


Enzima biotinilato 
che questo processo avvenisse in una singola tappa, È 
con la carbossilazione a livello del C(3) del propionil- |. 
CoA in modo da formare direttamente succinil-CoA. .. 
Il carbanione C(3), necessario però per una tale de-- 
carbossilazione, sarebbe estremamente instabile. La 
natura ha invece scelto una via più facile anche se 
meno diretta che carbossila il propionil-CoA in una 
posizione più reattiva e quindi riarrangia lo schele- 
tro C4 in modo da formare il prodotto desiderato. 


La metilmalonil-CoA mutasi contiene 
il coenzima B;z come gruppo prostetico 


La metilmalonil-CoA mutasi, che catalizza la 

terza reazione della conversione del propionil-CoA 2 
succinil-CoA (Fig. 23.14), è specifica per il 
(R)-metilmalonil-CoA anche se la propionil-CoA car- 
bossilasi sintetizza stereospecificamente (S}-metil-. 
malonil-CoA. Questa diversione (Fig. 23.15) è rettifica - 
ta dalla metilmalonil-CoA racemasi, che intercon- 
verte le configurazioni (R) e (S) del metilmalonil-CoA, 
presumibilmente promuovendo la dissociazione rever- 
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sibile del suo a-H acido attraverso la formazione di un 
intermedio carbanione stabilizzato dalla risonanza. 


Bho Enz—B 
ui ne 9 
"030_0—_C_GoA "0,0-0_C_CoA 
CHg H 


(S)-metilmalonil-CoA 


\ 


(R)-metilmalonil-CoA 


/ 


Enz—B Enz—B 
H 0 H 0° 
“0,0—3—0—Scoa =" "0,0-9=0—ScoA 
CH3 CHy 


Carbanione intermedio stabilizzato 
dalla risonanza 


i, 


La metilmalonil-CoA mutasi, che catalizza un insoli- 
to riarrangiamento dello scheletro carbonioso (Fig. 
23.16), utilizza una 5’-deossiadenosil cobalammi- 


na come gruppo prostetico (chiamata anche coenzi- 


ma B,2). Dorothy Hodgkin ha determinato la strut- 
tura di questa molecola complessa (Fig. 23.17) nel 1956 
(un successo che costituisce una pietra miliare) me- 
diante analisi cristallografica ai raggi X associata a 
studi di degradazione chimica. La 5’-deossiadenosil 
cobalammina contiene un anello corrinico di tipo 
eme i cui quattro atomi di N pirrolici si legano allo 
ione Co, che ha 6-coordinate. Il quinto ligande di Co 
è un atomo N di un nucleotide 5,6-dimetilbenzim- 
midazolo (DMB) che viene collegato covalentemen- 
te all’anello corrinico D. Il sesto ligande è un gruppo 
5’-adenosilico in cui l’atomo C(5‘’) del deossiribosio 
forma un legame covalente C—Co, l’unico legame 
carbonio-metallo noto in biologia. In alcuni enzimi, 
il sesto ligande. è invece un gruppo CH; che analo- 
gamente forma un legame C—Co. 

Il legame C—Co reattivo del coenzima B,, parteci- 
pa a due tipi di reazioni catalizzate da enzimi: 


1. I riarrangiamenti in cui un atomo di idrogeno vie- 
ne trasferito direttamente tra due atomi di carbo- 
nio adiacente con concomitante scambio del se- 
condo sostituente, X: 


dove X può essere un atomo di carbonio con so- 
stituenti, un atomo di ossigeno di un alcol o una 
ammina. 
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2. I trasferimenti di un gruppo metilico tra due mo- 
lecole. 


Ci sono circa una dozzina di enzimi noti dipendenti 
da cobalammina. Solo due sono presenti in sistemi 
di mammifero: la metilmalonil-CoA mutasi, che ca- 
talizza un riarrangiamento dello scheletro carbonio- 
so (il gruppo X nel riarrangiamento è —COSCoA; Fig. ji 
23.16) e l’omocisteina metiltransferasi, un enzi- 


H H Metilmalonil- H H | 
_ I CoA mutasi _ | | 
0,C-_C—C—H ————_è 70,C—Cl-C-H 

CoAS-C H H C—CoA4S | 

Il 

(0) 

c-c—Cc Scheletro C—C—C 

carbonioso 
Cc C 
(R)-metilmalonil-CoA Succinil-CoA 


Figura 23.16 Il riarrangiamento catalizzato dalla metilmalonil-CoA mu- 
tasi. 


5'-deossiadenosiicobalammina (coenzima Bx2) 


Figura 23.17 La struttura della 5’-deossiadenosil.-cobalammina (coen- 
zima B12). 
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Figura 23.18 Il meccanismo di azione proposto per la metilmalonil- 
CoA mutasi: (1) Il taglio omolitico del legame C—Collli) che genera 
un radicale 5’-deossiadenosile e cobalammina nel suo stato di ossida- 
zione Colll). (2) L'asportazione di un atomo di idrogeno dal 
metilmalonil-CoA ad opera del radicale 5’-deossiadenosile con con- 
seguente generazione di un radicale metilmalonil-CoA. (3) L'ipotetica 
formazione di un legame C—Co tra il radicale metilmalonil-CoA e 
il coenzima seguito da un riarrangiamento dello scheletro carbonioso 
che genera un radicale succinil-CoA. (4) L'asportazione di un atomo 
di idrogeno dalla 5’-deossiadenosina da parte del radicale succinil- 
COA che rigenera il radicale 5’-deossiadenosile. (5) Il rilascio di succinil- 
CoA e la riformazione del coenzima. 


ma che trasferisce gruppi metilici che partecipa alla 
biosintesi della metionina (paragrafi 24.3E e 24.5B). 

Il meccanismo proposto per la reazione della 
metilmalonil-CoA mutasi (Fig. 23.18) inizia con il ta- 
glio omolitico del legame C—Co(IIl) della cobalam- 
mina (gli atomi C e Co acquistano ciascuno uno degli 
elettroni che costituivano la coppia di elettroni del 
legame tagliato). Lo ione Co, quindi, fluttua tra gli 
stati di ossidazione Co(IIl) e Co(Il) (i due stati sono 
spettroscopicamente distinguibili: Co(III) è rosso e dia- 
magnetico — non ha elettroni disaccoppiati — men- 
tre Co(I1) è giallo e paramagnetico — ha elettroni di- 
saccoppiati). Quindi, il ruolo del coenzima B., nel 


Intermedi ipotetici 


processo catalitico è quello di un generatore reversibi- 
le di radicali liberi. Il legame C—Co(IIl) è ben calibra- 
to per questa funzione perché è intrinsecamente de- 
bole (energia di dissociazione = 109 kJ - mol!) e sem- 
bra essere ulteriormente indebolito attraverso inte- 
razioni steriche con l’enzima. Notate che una reazio- 
ne di taglio omolitico è insolita in biologia; la mag- 
gior parte delle altre reazioni di taglio di legami bio- 
logici avviene tramite taglio eterolitico (in cui la 
coppia di elettroni che forma il legame tagliato è ac- 
quisita interamente da uno degli atomi che vengono 
separati). 


Il succinil-CoA non può essere direttamente 
utilizzato dal ciclo dell’acido citrico 


La metilmalonil-CoA mutasi catalizza la conver-. 


sione di un metabolita a un intermedio del ciclo del- 
l’acido citrico diverso dall’acetil-CoA. Dovete notare, 
però, che la via di ossidazione del succinil-CoA non 
è così semplice come può apparire al primo sguardo. 
Il ciclo dell’acido citrico rigenera tutti i suoi interme- 
di C4 di modo che questi composti sono in realtà dei 
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catalizzatori, non dei substrati. Di conseguenza, il 
succinil-CoA non può andare incontro a degradazio- 
ne netta ad opera dei soli enzimi del ciclo dell’acido 
citrico. Invece, un metabolita per poter andare in- 
contro ad ossidazione netta da parte del ciclo dell’aci- 
do citrico deve prima essere convertito a piruvato 0 
direttamente ad acetil-CoA. La degradazione netta del 
succinil-CoA inizia con la sua conversione a malato 
attraverso il ciclo dell’acido citrico. Ad alte concen- 
trazioni il malato viene trasportato da una proteina 
di trasporto specifica al citosol dove può essere de- 
carbossilato in modo ossidativo a piruvato e CO, da 
parte dell’enzima malico (malato deidrogenasi, 
decarbossilante); 


07 H*+ tal 
| NADP* NADPH | co co- 
HO—C—H | } n } 2 
Cc=0 
CHy CH 
i ra Led 
o Giors EF 3 
Malato Piruvato 


(un enzima che abbiamo in precedenza incontrato 
nel ciclo C4 della fotosintesi; Fig. 22.30). Il piruvato 
viene quindi completamente ossidato mediante la pi- 
ruvato deidrogenasi ed il ciclo dell’acido citrico. 


L’anemia perniciosa è il risultato 
di una deficienza di vitamina Bz 


[1002] L’esistenza della vitamina B,2 è venuta alla 
luce nel 1926 quando George Minot e William Mur- 
phy hanno scoperto che l’anemia perniciosa, una 
malattia spesso fatale dell’anziano caratterizzata da 
un diminuito numero di globuli rossi, da bassi livelli 
di emoglobina e da progressivo deterioramento neu- 
rologico, può essere trattata con l’assunzione giorna- 
liera di grandi quantità di fegato crudo (un tratta- 
mento considerato da alcuni pazienti peggiore della 
malattia). È stato solo nel 1948, però, dopo lo svilup- 
po di un test batterico per il fattore anti-anemia per- 
niciosa, che è stata isolata la vitamina B,2. 

La vitamina B;, non è sintetizzata né da piante né 
da animali ma solo da alcune specie di batteri. Gli 
erbivori ricavano la loro vitamina B;, dai batteri che 
vivono nel loro intestino (infatti alcuni animali come 
i conigli devono periodicamente mangiare un poco 
delle loro feci per ricavare una sufficiente quantità 
di questa sostanza essenziale). L’uomo, invece, rica- 
va la maggior parte della propria vitamina Bz di- 
rettamente dagli alimenti, in particolare dalla carne. 
Nell’intestino, la vitamina viene legata in modo spe- 


IS 


cifico dalla glicoproteina fattore intrinseco che è 


secreta dallo stomaco. Questo complesso viene assor- 
bito da un recettore specifico nella mucosa intestina- 
le dove il complesso viene dissociato e la vitamina 
B:2 liberata viene trasportata al circolo ematico. Lì 
viene legata da almeno tre diverse globuline plasma- 
tiche chiamate transcobalammine, che facilitano la 
sua incorporazione da parte dei tessuti. 

L’anemia perniciosa non è di solito una malattia 
da carenza alimentare ma, piuttosto, da insufficien- 
te secrezione di fattore intrinseco. Il fabbisogno 
umano normale di cobalammina è molto piccolo, 
-3 ug: die7!, e il fegato ha una riserva di questa 
vitamina pari al fabbisogno di 3-5 anni. Questo ren- 
de conto dell’insorgenza insidiosa dell’anemia perni- 
ciosa e del fatto che una vera carenza dietetica di 
vitamina B,. è estremamente rara, anche tra perso- 
ne rigorosamente vegetariane. 


F. La f-ossidazione nei perossisomi 


La B-ossidazione degli acidi grassi avviene tan- 
to nei perossisomi quanto nei mitocondri. La fB-ossi- 
dazione dei perossisomi lavora accorciando gli acidi 
grassi a catena lunga in modo da facilitarne la de- 
gradazione da parte del sistema di B-ossidazione mi- 
tocondriale. La via dei perossisomi ha come risultato 
gli stessi cambiamenti chimici degli acidi grassi della 
via mitocondriale, anche se gli enzimi di questi due 
organelli sono diversi. Non è necessaria la carnitina 
per il trasporto degli acil-CoA grassi nei perossisomi. 
Gli acidi grassi a catena lunga, piuttosto, diffondono 
in questo compartimento, vengono attivati da una 
acil-CoA sintetasi perossisomiale e vengono ossidati 
direttamente. Gli acili a catena più corta prodotti da 
questo processo di ossidazione vengono quindi legati 
alla carnitina per essere trasportati nei mitocondri 
ed essere sottoposti ad ulteriore ossidazione. 

Il processo della 8-ossidazione nei perossisomi coin- 
volge tre reazioni enzimatiche: 


1. La reazione della acil-CoA ossidasi: 


Acil-CoA +0, —> . 
—> trans-A,- enoil-CoA + H207 


Questa reazione richiede la partecipazione di un 
cofattore FAD ma differisce dalla sua controparte 
mitocondriale per il fatto che gli elettroni sottrat- 
ti vengono trasferiti direttamente su O: invece 
che passare attraverso la catena di trasporto degli 
elettroni con la concomitante fosforilazione ossi- 
dativa (Fig. 23.8). L’ossidazione degli acidi grassi 
perossisomiale è quindi meno efficiente del pro- 
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‘ cesso mitocondriale di due ATP per ciascun ciclo 
Cs. La H30 prodotta viene convertita in H,0 e 
O; per azione della catalasi perossisomiale (para- 
grafo 1-2A). 

2. Enoil-CoA idratasi e 3-L-idrossiacil-CoA deidroge- 
nasi dei perossisomi, attività che risultano a cari- 
co di un singolo polipeptide e quindi allungano 
l’elenco degli enzimi multifunzionali. Le reazioni 
catalizzate sono identiche a quelle del sistema mi- 
tocondriale (Fig. 23.8). ; 

3. Tiolasi dei perossisomi, che ha una diversa speci- 
ficità per la lunghezza della catena della sua con- 
troparte mitocondriale. È quasi inattiva con acil- 
CoA lunghi Cz o meno, e quindi gli acidi grassi 
non vengono completamente ossidati nei perossi- 
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Sla O Il È < Figura 23.19 L'acido fitanico, un podio a de- 
__.(-fC + 3 Pene SCoA + 3CH.— CH, C— SCoA . gradazione del fitolo, catena laterale della cloro- 
Gus ca-C7900 Parra Cha x di . filla, viene metabolizzato ad acido pristanico me- 
2-metil- Acetil-CoA Propionil-CoA diante a-ossidazione a cui fa seguito la B-ossida- 


propionil-CoA 
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Anche se la B-ossidazione dei perossisomi non è di- 
pendente dal trasporto dei gruppi acilici nei perossi- 
somi come esteri della carnitina, il perossisoma con- 
tiene sia una carnitina-acetil transferasi che una tran- 
sferasi specifica per gruppi acilici a catena più lunga. 
Gli acil-CoA le cui catene sono state accorciate dalla 
B-ossidazione dei perossisomi vengono quindi con- 
vertiti nei corrispondenti esteri della carnitina. Que- 
ste sostanze diffondono passivamente per la maggior 
parte fuori dai perossisomi fino ai mitocondri dove 
vengono ulteriormente ossidate. 


G. Vie minori di ossidazione 
degli acidi grassi 


La B-ossidazione è bloccata da un gruppo alchi- 
lico in corrispondenza del Cg di un acido grasso, e 
quindi di un qualunque atomo di carbonio «dispari». 
Uno di questi acidi grassi a catena ramificata, com- 
ponente comune della dieta, è l’acido fitanico. Que- 
sto prodotto di demolizione metabolica della catena 
laterale fitile della clorofilla (paragrafo 22.2A) è pre- 


sente nei latticini e nel grasso dei ruminanti anche. 


se, sorprendentemente, la clorofilla di per sé è una 
fonte alimentare povera di acido fitanico per l’uomo. 
L’ossidazione degli acidi grassi a catena ramificata 
‘come l’acido fitanico è facilitata dall’a-ossidazione 


(Fig. 23.19). In questo processo il C, dell’acido gras- 


so è idrossilato e il prodotto risultante viene decar- 
bossilato generando un nuovo acido grasso con un 
Cg non sostituito. L’ulteriore degradazione della mo- 
lecola può quindi continuare tramite sei cicli della 


normale 6-ossidazione generando tre propionil-CoA 


e un 2-metilpropionil-CoA (che è convertito in suc- 
cinil-Co A). 

Un raro difetto genetico, il morbo di Refsum 0 
sindrome da accumulo dell’acido fitanico, deri- 
va dall’accumulo di questo metabolita in tutto il cor- 
po. La malattia, che è caratterizzata da progressive 
difficoltà neurologiche come tremori, andatura in- 
certa e scarsa visione notturna, deriva da una attivi- 
tà molto ridotta di a-idrossilazione. I suoi sintomi pos- 
sono quindi essere attenuati da una dieta che riduca 
l'assunzione di cibi contenenti acido fitanico. 

Gli acidi grassi a catena media e lunga sono conver- 
titi ad acidi dicarbossilici mediante w-ossidazione (0s- 
sidazione dell’ultimo atomo di carbonio). Questo pro- 


zione. 
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cesso, catalizzato da enzimi del reticolo endoplasma- 
tico (microsomi), coinvolge la idrossilazione dell’ato- 
mo di C, di un acido grasso da parte del citocromo 
Pa50, una monoossigenasi che utilizza NADPH e O.. 
Il gruppo OH viene quindi ossidato a gruppo carbos- 
silico, convertito a derivato di CoA a una delle due 
estremità, ed ossidato tramite f-ossidazione. La «- 
ossidazione è probabilmente di significato minorita- 
rio nell’ossidazione degli acidi grassi. 


3. I CORPI CHETONICI 


L’acetil-CoA prodotto dall’ossidazione degli acidi 
grassi nei mitocondri del fegato può essere ulterior- 
mente ossidato tramite il ciclo dell’acido citrico come 
è discusso nel Capitolo 19. Una frazione significativa 
però di questo acetil-CoA ha un’altro destino: Trami- 
te un processo noto come chetogenesi, ché avviene 
principalmente nei mitocondri del fegato, l’acetil-CoA 
viene convertito in acetoacetato o in D-f-idrossi- 
butirrato. Questi composti, che assieme all’acetone 
vengono in qualche modo inaccuratamente definiti 
corpi chetonici, 


(0) (6) 

Il 4 Il 
H3C-C— SH H3C—C—CHg 
Acetoacetato Acetone 

OH (0) 
| 7 
o 
na 


D-B-idrossibutirrato 


funzionano come importanti combustibili metabolici 
per molti tessuti periferici, in particolare cuore e mu- 
scolo scheletrico. Il cervello in circostanze normali usa 
solo glucosio come fonte energetica (gli acidi grassi 
non possono superare la barriera ematoencefalica) ma 
durante il digiuno i corpi chetonici diventano la prin- 
cipale fonte di energia del cervello (paragrafo 25.3A). 
I corpi chetonici sono gli equivalenti idrosolubili degli 
acidi grassi. 

La formazione di acetoacetato avviene in tre rea- 
zioni (Fig. 23.20): 


1. La condensazione di due molecole di acetil-CoA 
in acetoacetil-CoA ad opera della tiolasi (chia- 
mata anche acetil-CoA acetiltransferasi) con 
una reazione che va nella direzione inversa di 
quella della tappa finale della 6-ossidazione (para- 
grafo 23.2C). 
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CH3— C—SCoA + CH3g— C_- SCoA 
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H— SCoA (acetil-CoA acetil transferasi) 
0 
Il Il 
CHz—- C_ CHo_ C_SCoA 
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Il 
Hy0 + CH3—C— SCoA Idrossimetilglutaril-CoA sintasi 


2} (HMG-CoA sintasi) 


H_- SCoA 
PE. SI 
"OgC— CHo— co CHo — C— SCoA 
CHg 


B-idrossi-6-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) 


Idrossimetilglutaril-CoA liasi 


3| (HMG-CoA liasi) 


n [ I 
0,C-CHo—C—-CH3z +  CH3—C—SCoA 
Acetoacetato Acetil-CoA 


Figura 23.20 Le reazioni enzimatiche che generano acetoacetato a 
partire da acetil-CoA. (1) Due molecole di acetil-CoA condensano 
formando acetoacetil-CoA in una reazione catalizzata dalla tiolasi. 
(2) Una condensazione di tipo estere di Claisen dell’acetoacetil-CoA 
con un terzo acetil-CoA genera £-idrossi-B-metilglutari-CoA 
(HMG-CoA)), catalizzata dalla HMG-COA sintasi. (3) La degradazione 
di HMG-COA ad acetoacetato ed acetil-CoA in un taglio aldolo misto- 
estere di Claisen catalizzato dalla HMG-COA liasi. 


2. La condensazione dell’acetoacetil-CoA con un 
terzo acetil-CoA ad opera della HMG-CoA-sin- 
tasi produce /-idrossi-6-metilglutaril-CoA 
(HIMG-CoA). Il meccanismo di questa reazione 
assomiglia all’inverso della reazione della tiolasi 
(Fig. 23.11) nel senso che un gruppo tiolico del 
sito attivo forma un intermedio acil-tioestere. 

3. La degradazione dell’HMG-CoA. ad acetoacetato ed 
acetil-CoA in un taglio aldolo misto-estere di Clai- 
sen da parte della HMG-CoA liasi. Il meccani- 
smo di questa reazione è analogo all’inverso della 
reazione della citrato sintetasi (paragrafo 19.3A). 
(HMG-CoA è anche un precursore nella biosintesi 
del colesterolo e quindi può essere stornato in que- 
sto senso come è discusso nel paragrafo 23.64). 


La reazione complessiva catalizzata da HMG-CoA sin- 
tasi e HMG-COA liasi è 
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acetoacetil-CoA + H:0 —> acetoacetato + CoA 


Ci si potrebbe chiedere perché questa reazione di 
idrolisi apparentemente semplice procede in un mo- 
do così indiretto. 

La risposta non è chiara ma potrebbe essere nella 
regolazione del processo. 

L’acetoacetato può essere ridotto a A-B-idrossibutir- 
rato da parte della 8-idrossibutirrato deidrogenasi: 
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CH3—C—CHy—C03 
Acetoacetato 
Il 
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 09gC— CHa_ CHo—C0g 
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i Il 
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Figura 23.21 La conversione metabolica dei corpi chetonici ad acetil- 


CoA. 
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Notate come questo prodotto sia lo stereoisomero 
dell’1-B-idrossiacil-CoA che si trova nella via della 
B-ossidazione. L’acetoacetato, essendo un 8-chetoacido, 
va incontro anche ad una decarbossilazione non en- 
zimatica relativamente facile ad acetone e CO». L’a- 
lito di individui affetti da chetosi, una condizione 
patologica in cui l’acetoacetato viene prodotto più ra- 
pidamente di quanto possa essere metabolizzato (un 
sintomo del diabete; paragrafo 25.3B), ha infatti il 
caratteristico odore dolce dell’acetone. 

Il fegato rilascia acetoacetato e 68-idrossibutirrato che 
sono trasportati dal sangue ai tessuti periferici per 
essere usati come combustibili alternativi. Alla peri- 
feria questi prodotti sono convertiti in acetil-CoA co- 
me è schematizzato nella Fig. 23.21. Il meccanismo 


LS 
c-E 
Sul 
i ? 
"09C— CHa— CHo—C —SCoA 
Succinil-CoA 


lo) lo) i 
i Il Il _ 
0,C-CHx—CHo-C—-0—C—E * “scoà 


Anidride instabile 


"09C— CH,—CH,—C03 
Succinato 


Intermedio 
tioestere enzima-CoA 


(o) 


Il E 
CHz—- Cc DIRI CHo_ CO3 
Acetoacetato 


lo) lo) lo) 
Il Il Il w 
CH3— C—CH_—C-0—C—E © scoA 


Anidride instabile 
(6) 
Il Il 
CH3-C—CHo_C— SCoA 
Acetoacetil-CoA 


\ 
c-E 
/ 
o 


Figura 23.22 Il meccanismo di azione proposto per la 3-chetoacil- 


CoA transferasi coinvolge un intermedio enzima-CoA tioestere. 
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di reazione proposto per la 3-chetoacil-CoA- 
transferasi (Fig. 23.22), che catalizza la seconda tap- 
pa di questa via, coinvolge la partecipazione di un 
gruppo carbossilico del sito attivo sia in un interme- 
dio enzima-CoA tioestere che in una anidride insta- 
bile. Il succinil-CoA, che funziona come donatore di 
CoA in questa reazione, può anche essere convertito 
a succinato con la sintesi accoppiata di GTP nella rea- 
zione della succinil-CoA sintetasi del ciclo dell’acido 
citrico (paragrafo 19.3E). La «attivazione» dell’acetoa- 
cetato scavalca questa tappa e quindi «costa» l’ener- 
gia libera dell’idrolisi del GTP. Il fegato è privo di 
3-chetoacil-CoA transferasi, la qual cosa gli permette 
di rifornire gli altri tessuti di corpi chetonici. 


4. LA BIOSINTESI DEGLI ACIDI GRASSI 


La biosintesi degli acidi grassi procede tramite 
la condensazione di unità C2, l’inverso del processo 
di B-ossidazione. Tramite tecniche di marcatura con 
radioisotopi David Rittenberg e Konrad Bloch hanno 
dimostrato, nel 1945, che queste unità di condensa- 
zione derivano dall’acido acetico. Fu dimostrato pre- 
sto che l’acetil-CoA è un precursore della reazione 


B-Ossidazione 
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FADH 9 dî elettroni 
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Figura 23.23 Differenze tra la via della 6-ossidazione degli acidi gras- 
si e la via della biosintesi degli acidi grassi per quanto riguarda: (1) 
localizzazione cellulare; (2) gruppo acilico trasportatore; (3) accetto- 


smise 


Acil:CoA (Cn+2) CoA è Îl trasportato TA 2 


re del gruppa acilico ra 
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Co è malonil-CoA Malonil- -CoA 


di condensazione ma questo meccanismo è rimasto 
oscuro fino alla fine degli anni ’50 quando Salih Wa- 
kil ha scoperto che nella biosintesi degli acidi grassi 
è necessaria la presenza di bicarbonato e che il 
malonil-CoA è un intermedio. In questo paragrafo 
parleremo delle reazioni del processo di biosintesi 
degli acidi grassi. 


A. Una visione d’insieme della via 


La via di sintesi degli acidi grassi è diversa da 
quella dell’ossidazione. Questa situazione, come ab- 
biamo visto nel paragrafo 17.1D, è il caso tipico di 
due vie opposte, biosintetica e degradativa, perché 
permette ad entrambe di essere termodinamicamen- 
te favorevoli e regolate indipendentemente in condi- 
zioni fisiologiche simili. La Fig. 23.23 dà una visione 
d’insième di ossidazione e sintesi degli acidi grassi 
ponendo l’enfasi sulle differenze tra queste vie. Men- 
tre l’ossidazione degli acidi grassi avviene nei mito- 
condri e utilizza esteri di acil-CoA, la biosintesi degli 
acidi grassi ha sede nel citosol, come ha scoperto Roy 
Vagelos, con gli acidi grassi in allungamento esterifi- 
cati come acile-proteina di trasporto (ACP; Fig. 
23.24). ACP, come CoA, contiene un gruppo di fosfo- 


Biosintesi 


Avviene nel citoplasma 


ACP è il trasportato- Aci-ACP grasso (Cn..2) 


Acil-ACP grasso (Cn) 


re/donatore di elettroni; (4) stereochimica della reazione di idratazio- 
ne/deidratazione e (5) la forma in cui le unità C7 vengono prodot- 
te/donate. 
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Figura 23.24 Il gruppo della fosfopanteteina nella proteina trasporta e una delle tappe che ne regolano il flusso. Il mecca- 
trice di acili (ACP) e nel CoA. nismo di questo enzima dipendente da biotina è molto 
simile a quello della propionil-CoA. carbossilasi (pa- 

| ragrafo 23.2E) nel senso che avviene in due fasi, una 

panteteina che forma tioesteri con i gruppi acilici. attivazione del gruppo CO; e una carbossilazione: 


3 
co, + H-S—E 


I Il 
€Hy—C — CHo—C— SACP 


lasi che genera malonil-CoA, e (2) la decarbossila- 
zione esoergonica del gruppo malonilico nella rea- 
zione di condensazione catalizzata dalla acido gras- 
so sintasi. I meccanismi di questi enzimi sono de- 
scritti nel prossimo paragrafo. 


B. La acetil-CoA carbossilasi 


[ioos] La acetil-CoA carbossilasi catalizza la prima 
tappa finalizzata della biosintesi degli acidi grassi 


polimerizzazione enzimatica 


La microscopia elettronica rivela che i proto- 
meri rettangolari piatti della acetil-CoA carbossilasi 
sia aviaria che di mammifero si associano formando 
lunghi filamenti con massa molecolare che va da 4000 
a 8000 kD (Fig. 23.25). Tale forma polimerica dell’en- 
zima è cataliticamente attiva, mentre il protomero 
non lo è. La velocità di biosintesi degli acidi grassi 
è quindi controllata dalla posizione dell’equilibrio tra 
queste due forme: 


Le reazioni da 2 a 6 
riciclano altre sei volte 
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proteina multifunzionale più grande. Hco7 o OH 
SS E A l : P 3 È Il ; 
I coenzimi di ossidoriduzione delle vie della bio- + ATP I CH,—C— CH,—C— SAOP È 
sintesi e della ossidazione degli acidi grassi sono di- CH3_C—SCoA ut: i Di 
versi (NAD* e FAD per l’ossidazione; NADPH per - ADEGRI E— biotina — CO7 Acetil-CoA H ; 
la biosintesi) come è diversa la stereochimica delle Enzi ci D-B-idrossibutirril-ACP 
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o aggiunte alla catena dell’aciltioestere. Nella via os- separate, chiamate rispettivamente biotina carbos- o î Figura 23.25 Fotografia al microscopio elettronico accompagnata da 
sidativa la B-chetotiolasi catalizza il taglio del legame silasi e transcarbossilasi. In più, la biotina è legata. CH,—€=C—C— SACP un disegno interpretativo che mostra come i filamenti della acetil- 
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la via biosintetica la reazione di condensazione è ac- lipeptidica di 230 kD. NADP*— protomero (inattivo) == polimero (attivo) 
coppiata all’idrolisi di ATP che sostiene la reazione o È 
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passaggi: (1) la carbossilazione dipendente da ATP Le acetil-CoA carbossilasi aviarie e rara: 93 68ACF zione di questo equilibrio sono il citrato, che sposta 
dell’acetil-CoA da parte della acetil-CoA carbossi- di mammifero sono regolate mediante cr l'equilibrio verso la formazione del polimero, e il ‘ 


palmitoil-CoA, che promuove la disaggregazione del 
polimero. Il citrato del citosol quindi, la cui concen- 
trazione aumenta quando aumenta la concentrazio- 
ne di acetil-CoA nei mitocondri (paragrafo 23.4D), at- 
tiva la biosintesi degli acidi grassi, mentre il palmitoil- 
CoA, il prodotto della via, è un inibitore a feedback. 

La acetil-CoA carbossilasi va anche soggetta a rego- 
lazione ormonale. Tanto il glucagone quanto adrena- 
lina e noradrenalina (paragrafo 17.3E) avviano la fo- 
sforilazione dipendente da cAMP dell’enzima, che 
sposta l’equilibrio in favore del protomero inattivo. 
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L’insulina, d’altro canto, stimola la fosforilazione in 
corrispondenza di un sito separato dell’enzima che 
promuove la formazione del polimero attivo. 

Le acetil-CoA carbossilasi procariotiche non vanno 
soggette ad alcuno di questi controlli. Questo è dovu- 
to al fatto che in questi organismi gli acidi grassi non 
vengono accumulati come grassi ma funzionano prin- 
cipalmente come precursori dei fosfolipidi. L’enzi- 
ma di E. coli è invece regolato da nucleotidi guanini- 
ci di modo che gli acidi grassi sono sintetizzati in 
risposta ai fabbisogni di crescita della cellula. 


C. La acido grasso sintasi 


La sintesi degli acidi grassi, prevalentemente 
acido palmitico, a partire da acetil-CoA e malonil-CoA 
coinvolge sette reazioni enzimatiche. Queste reazioni 
sono state per la prima volta studiate in estratti di E. 
coli in cui sono catalizzate da enzimi indipendenti. I 
singoli enzimi dotati di queste attività sono presenti 
anche nei cloroplasti (l’unica sede della sintesi degli 
acidi grassi nelle piante). Negli animali, però, la aci- 
do grasso sintasi è un enzima multifunzionale di 500 
KD che consiste di due catene polipeptidiche identiche. 

Le reazioni catalizzate dall’enzima multifunziona- 
le dei mammiferi sono schematizzate nella Fig. 23.26. 
Le reazioni 1 e 2 sono reazioni di avviamento in cui 
la sintasi è «caricata» con i precursori della reazione 
di condensazione: un gruppo acetilico collegato da 
un legame tioestere ad un residuo Cys dell’enzima, 
e malonil-ACP. 

Nella reazione 3, la reazione di condensazione, il 
malonil-ACP è decarbossilato con il risultante carba- 
nione che attacca l’acetil-tioestere formando £- 
chetoacil-ACP. 

Le reazioni da 4 a 6 rappresentano le riduzioni e 
deidratazione che convertono questo chetone in un 
gruppo alchilico. In entrambe le tappe riduttive, il 
coenzima è NADPH, mentre nella B-ossidazione gli 
analoghi delle reazioni 4 e 6 usano rispettivamente 
NAD+ e FAD (Fig. 23.23). Inoltre, la reazione 5 ri- 
chiede come substrato D-f-idrossiacile mentre la rea- 
zione analoga nella 68-ossidazione genera il corrispon- 
dente isomero L. 

Tutte le attività dell'enzima tranne quelle che cata- 
lizzano le reazioni 2a e 3 rimangono funzionali quan- 
do l’enzima dimerico nativo si dissocia in monome- 
ri. La microscopia elettronica di questi monomeri in- 
dica che essi sono costituiti da una catena lineare di 
almeno quattro lobi di 50 À di diametro. Inoltre, 
frammenti derivati da proteolisi limitata della acido 
grasso sintasi presentano molte delle attività enzima- 
tiche della proteina intatta. 
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Quindi, tratti contigui della sua catena polipeptidi- . 


ca si ripiegano formando una serie di domini autono- 
mi, ciascuno con una attività catalitica specifica ma 
differente. Parecchi altri enzimi come la acetil-CoA 


carbossilasi dei mammiferi (paragrafo 23.4B), mostra- .. 


no una multifunzionalità simile ma nessuno ha così 
tante attività catalitiche separate come la acido gras- 
so sintasi. 

Le sequenze amminoacidiche di numerose acido 
grasso sintasi sono state dedotte dalla sequenza dei 
loro geni. La sequenza dell’enzima del fegato di pol- 
lo, di 2.438 residui, è identica per il 67% a quella 
dell’enzima di ratto, esibendo inoltre molte differen- 
ze derivate da sostituzioni conservative. Le regioni 
di maggiore omologia includono i segmenti polipep- 
tidici che comprendono i siti attivi dell'enzima, so- 


stenendo quindi l’idea che questo enzima multifun- -- 


zionale sia evoluto dall’unione di quelli che erano in 
precedenza enzimi indipendenti. 
Poiché la reazione di condensazione richiede la giu- 


stapposizione dei gruppi sulfidrilici della ACP fosfo-- 


panteteina e di un residuo Cys dell’enzima, è stato 
proposto che questi gruppi si trovino su subunità se- 
parate che interagiscono in modo testa-coda (Fig. 
23.27). Si ritiene quindi che il meccanismo della sin- 
tesi del palmitato da parte di questo dimero proceda 
come è schematizzato nella Fig. 23.28 con la lunga 
e flessibile catena di panteteina di ACP (Fig. 23.24) 
che funziona trasportando il substrato tra i vari siti 
catalitici dell'enzima: 


1. La «attivazione» dell’enzima condensante (Fig. . 


23.26, reazione 1) seguita dalla formazione di 
un residuo acetil-Cys (Fig. 23.26, reazione 2a). 

2. Il «caricamento» dell’enzima condensante tra- 
mite la formazione di malonil-ACP (Fig. 23.26, 
reazione 2b). 

3. L’accoppiamento del gruppo acetilico al Cg del 
gruppo malonilico sull’altra subunità con la 
concomitante decarbossilazione di quest’ultimo 


in modo da formare acetoacetil-ACP e liberare . 


il gruppo Cys-SH del sito attivo (Fig. 23.26, rea- 
zione 3). Di conseguenza, la CO; incorporata 
nella reazione della acetil-CoA carbossilasi (pa- 
ragrafo 23.4B) non appare nell’acido grasso pro- 
dotto. La decarbossilazione, piuttosto, funzio- 
na conducendo la reazione di condensazione 
che, attraverso la reazione della acetil-CoA car- 
bossilasi, è accoppiata all’idrolisi di ATP. 
4-6. La riduzione, deidratazione e ulteriore ridu- 
zione (Fig. 23.26, reazioni 4-6) dell’acetoacetil- 
ACP per generare butirril-ACP seguito dal tra- 
sferimento di questo gruppo al Cys-SH della 
prima subunità. Così il gruppo acetilico con cui 
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B-chetoacil-ACP 
sintasi 


Malonil-CoA-ACP 
transacetilasi 


Acetil-CoA-ACP /. 
transacetilasi /°.. 


B-idrossiacit-ACP 
deidratasi 


Enoi-ACP L" 
reduttasi 


B-chetoacil-ACP 
reduttasi 


Proteina trasportatrice 
di acili 


, Palmitoil 
tioesterasi 


Figura 23.27 Rappresentazione schematica di due subunità multifun- 
zionali di acido grasso sintasi animale in associazione testa-coda che 


il sistema è stato inizialmente avviato è stato 
allungato di una unità Co. 

7. Il trasferimento del gruppo butirrilico al Cys- 
SH della prima subunità (Fig. 23.26, ripetizione 
della reazione 2a). 


Il gruppo ACP viene «ricaricato» con un gruppo ma- 
lonilico seguito da un altro ciclo di allungamento di 
C2. Questo processo avviene complessivamente sette 
volte per generare palmitoil-ACP (Fig. 23.28, reazio- 
ne 8). Il suo legame tioestere viene quindi idrolizza- 
to dalla palmitoil tioesterasi (Fig. 23.26, reazione 
7) generando palmitato, il normale prodotto della via 
della acido grasso sintasi, e rigenerando l’enzima per 
un nuovo ciclo di sintesi. La stechiometria della sin- 
tesi del palmitato è quindi 


acetil-CoA + 7malonil-CoA + 14NADPH+7Ht ——> 
—> palmitato + 7C0, + 14NADP * + 8C0A + 6H,0 


MITI 


\cido pantotenico — 
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tioesterasi 
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B-chetoacil-ACP 
reduttasi 


Enoil-ACP 
reduttasi 


B-idrossiacil-ACP 
deidratasi 


Acetil-CoA-ACP 
transacetilasi 


Malonil-CoA-ACP 
transacetilasi 


B-chetoacil-ACP 
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forma il dimero attivo. (Fonte: WAKIL, S.)., STOOPS, ].K., e JOSHI, V.C., 
Annu. Rev. Biochem., 52, p. 556, 1983.) 


Poiché i 7malonil-CoA derivano dall’acetil-CoA nel 
modo seguente: 


7acetil-CoA +7C0,+7ATP —> 
—=> 7malonil-CoA +7ADP + 7P;+7H+ 


la stechiometria complessiva della biosintesi del pal- 
mitato è 


Bacetil-CoA +7ATP + 14NADPH —> 
——> palmitato + 14NADP* + 8CoA +6H,0+7ADP +7P; 


Prendiamo quindi in considerazione i mezzi di tra- 
sporto dell’acetil-CoA mitocondriale al citosol, il sito 
di sintesi degli acidi grassi. Dopo ciò prenderemo in 
esame le reazioni tramite cui gli acidi grassi vengo- 
no allungati e desaturati. 
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Figura 23.28 Il meccanismo proposto per la sintesi del palmitato me- 
diata dalla acido grasso sintasi animale. | cerchi rappresentano il di- 
mero multifunzionale di acido grasso sintasi. Cys-SH rappresenta la 
cisteina sulfidrile attiva della 8-chetoacil-ACP sintasi e pant-SH rap- 
presenta la panteteina sulfidrile della proteina trasportatrice di acili. 
Gli altri domini catalitici indicati nella Fig. 23.27 non sono mostrati 
qui ma sono presenti in entrambe le subunità del dimero. (Fonte: 
Wakil, S.]., STOOPS, J.K., e JOSHI, V.C., Annu. Rev. Biochem., 52, p. 
568, 1983.) 


CH,COSCoA. 


Figura 23.29 Il trasferimento di acetil-CoA dal mitocondrio al citosol 
attraverso il sistema di trasporto degli acidi tricarbossilici. 


Mitocondrio Membrana Citosol 
aaa mitocondriale È 
i CO esterna 
Fi cho L.. Citrato {Sistema di (\___ 
PRETI Comndi Sai N OE assegni CATE » 
HO C-7:003: \ trasporto del }” Citrato 


H— SCoA 
Citrato sintasi 
(0) 


CH3_ C_ SCoA 
Acetil-CoA 


ADP + Pi 


Piruvato carbossilasi 


S SH 8 _ 
I mer HC03 + ATP 
C=0 Le reazioni 


| da 2a 7 
(CH9);3 si ripetono 

| altre sei volte 
îa 


CH, 


\tricarbossilato 
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D. Il trasporto dell’acetil-CoA 
mitocondriale nel citosol 


L’acetil-CoA è generato nel mitocondrio tanto 
dalla decarbossilazione ossidativa del piruvato cata- 
lizzata dalla piruvato deidrogenasi (paragrafo 19.2A) 
quanto dall’ossidazione degli acidi grassi. Quando il 
fabbisogno di sintesi di ATP è basso, così che l’ossi- 
dazione dell’acetil-CoA mediante ciclo dell’acido ci- 
trico e fosforilazione ossidativa è minima, questo 
acetil-CoA mitocondriale può essere accumulato per 
essere usato in futuro come grasso. La biosintesi de- 
gli acidi grassi avviene nel citosol ma la membrana 
mitocondriale è essenzialmente impermeabile all’ace- 
til-CoA. L’acetil-CoA entra nel citosol sotto forma di 


05: 


ATP+ H—SCoA 
ATP-citrato liasi 


NADH + H* 
Malato deidrogenasi 


Malato ‘1 


NADP* 
Enzima malico 
NADPH + CO, 
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citrato attraverso il sistema di trasporto dei tri- 
carbossilati (Fig. 23.29). La ATP-citrato liasi quin- 
di catalizza la reazione 


ATP + citrato + CoA == 
== acetil-CoA + ossalacetato + ADP +P; 


che assomiglia all’inverso della reazione della citra- 
to sintasi (paragrafo 19.3A) tranne per il fatto che 
l’idrolisi di ATP è necessaria per sostenere la sinte- 
si intermedia del composto «ad alta energia» citril- 
CoA (la cui idrolisi sostiene a compimento la reazio- 
ne della citrato sintasi). L’idrolisi di ATP è quindi 
necessaria nella reazione della ATP-citrato liasi che 
fornisce energia per la risintesi di questo legame 
tioestere. L’ossaloacetato viene ridotto a malato dal- 
la malato deidrogenasi. Il malato può essere de- 
carbossilato ossidativamente a piruvato dall’enzima 
malico e, in questa forma, riportato al mitocondrio. 
La reazione dell'enzima malico assomiglia a quella 
della isocitrato deidrogenasi in cui un f-idrossiacido 
è ossidato a 6-chetoacido, la cui decarbossilazione 
è fortemente favorita (paragrafo 19.3C). Il coenzima 
dell’enzima malico è NADP* così che, quando è 
usata questa via, viene prodotto NADPH per essere 
usato nelle reazioni riduttive della biosintesi degli 
acidi grassi. 

Il trasporto del citrato fuori dal mitocondrio deve 
essere bilanciato dal trasporto di un anione nel mito- 
condrio. Malato, piruvato e P; possono avere questa 
capacità. Il malato può quindi anche essere ritraspor- 
tato direttamente nel mitocondrio senza produzione 
di NADPH. Come abbiamo visto nel paragrafo 23.4C, 
la sintesi di ciascuno ione palmitato richiede 8 mole- 
cole di acetil-CoA e 14 molecole di NADPH. Fino ad 
8 di queste molecole di NADPH possono essere forni- 
te con le 8 molecole di acetil-CoA se tutto il malato 
prodotto nel citosol è decarbossilato in modo ossida- 
tivo. Il rimanente NADPH è fornito dalla.via dei pen- 
tosi fosfati (paragrafo 21.4). 


E. Elongasi e desaturasi 


Il palmitato (16:0; ricordate che il simbolo n:m 
indica un acido grasso C, con m doppi legami), il 
normale prodotto della via della acido grasso sintasi, 
è il precursore di acidi grassi a catena più lunga sa- 
turi e insaturi grazie all’azione di elongasi e desa- 
turasi. Le elongasi sono presenti sia nel mitocondrio 
che nel reticolo endoplasmatico ma il meccanismo 
di allungamento nei due siti è diverso. L’allungamento 
mitocondriale (un processo indipendente dalla via del- 
la acido grasso sintasi) procede per la successiva ag- 


giunta e riduzione di unità acetile in un processo in- 
verso all’ossidazione degli acidi grassi; l’unica diffe- 
renza tra queste due vie avviene nella tappa della 
riduzione finale in cui NADPH prende il posto di 
FADH; come coenzima di ossido-riduzione termina- 
le (Fig. 23.30). L’allungamento nel reticolo endopla- 
smatico coinvolge le condensazioni successive di 
malonil-CoA con acil-CoA. Queste reazioni sono se- 
guite ciascuna da riduzioni associate a NADPH simili 
a quelle catalizzate dalla acido grasso sintasi, con l’u- 
nica differenza che l’acido grasso viene allungato co- 
me derivato di CoA invece che come derivato di ACP. 

Gli acidi grassi insaturi sono prodotti dalle desa- 
turasi terminali. I sistemi di mammifero contengo- 
no quattro desaturasi terminali dalla specificità per 
la lunghezza della catena molto ampia chiamate 
A?-,A5-,A5- e A*-acil-CoA grasso desaturasi. Que- 
sti enzimi contenenti ferro non eme catalizzano la 
reazione generale: 


ii pi I 
CHg— (CHo)r c-C —(CHy),— C—SCoA + NADH + H'+ 03 
H H 


I : 
CH3—(CHp)-C=C —(CHa),—C—SCoA + 2H90 + NAD' — 


H H 


dove r è come minimo cinque e dove (CH2), può 
contenere uno o più doppi legami. i 
La porzione (CH»), del substrato è sempre satura. I 


doppi legami vengono inseriti tra doppi legami esi- - 


stenti nella porzione (CH2), del substrato e il grup- 
po CoA di modo che il nuovo doppio legame è tre 
atomi di carbonio più vicino al gruppo CoA del dop- 
pio legame successivo (non coniugato a un doppio 
legame esistente) e, negli animali, non è mai in una 
posizione oltre C(9). 

Numerosi acidi grassi non saturi possono essere sin- 


tetizzati tramite combinazioni di reazioni di allun- . 


gamento e desaturazione. Però, poiché l’acido palmi- 
tico è il più corto acido grasso a disposizione negli 
animali, le regole suddette precludono la formazio- 
ne del doppio legame A'? dell’acido linoleico (acido 
A?,-octadecadienoico), un precursore essenziale del- 
le prostaglandine (paragrafo 23.7). Di conseguenza, 
l’acido linoleico deve essere introdotto con gli alimenti 
(in ultima analisi da piante che abbiano le A°*°- e 
A'5-desaturasi) ed è quindi un acido grasso essen- 
ziale. Gli animali, infatti, allevati con una dieta sen- 


za grassi sviluppano uno stato, alla fine fatale, che — 


è inizialmente caratterizzato da scarsa crescita, scar- 
sa riparazione delle ferite e dermatite. L’acido lino- 
leico è anche un importante costituente degli sfingo- 
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Figura 23.30 Nei mitocondri l'allungamento degli acidi grassi proce- 
de per inversione del processo di ossidazione degli acidi grassi con 
l'eccezione della reazione finale che utilizza NADPH anziché FADH, 
come coenzima di ossidoriduzione. 


Figura 23.31 Le reazioni di trasferimento di elettroni mediate dal com- 
plesso A°-acil-CoA grasso desaturasi. Le sue tre proteine, desaturasi, 
citocromo bs e NADH-citocromo bs reduttasi, sono localizzate nella 


Stearil-CoA Desaturasiz;a 
(18;0-CoA) Fe?+ 
Oleil-CoA + Desaturasioss 
(A°-18:1-CoA) Fe8+ 


lipidi dell’epidermide, che funzionano come barrie- 
ra idrorepellente della pelle. 
Le desaturasi terminali dei mammiferi sono com- 


ponenti dei sistemi di mini trasporto di elettroni che 


contengono altre due proteine: il citocromo bs e la 
NADH-citocromo b; reduttasi. Le reazioni di tra- 
sferimento di elettroni mediate da questi complessi 
avvengono in corrispondenza della superficie inter- 
na della membrana del reticolo endoplasmatico (Fig. 


23.31) e quindi non sono associate alla fosforilazione 
ossidativa. 


F. La sintesi dei triacilgliceroli 


I triacilgliceroli sono sintetizzati a partire dagli 
esteri di acil-CoA e da glicerolo-3-fosfato o diidrossia- 
cetone fosfato (Fig. 23.32). La tappa iniziale di questo. 
processo è catalizzata o dalla glicerolo-3-fosfato acil- 
transferasi nei mitocondri e nel reticolo endopla- 
smatico, o dalla diidrossiacetone fosfato aciltran- 
sferasi nel reticolo endoplasmatico e nei perossiso- 
mi. In quest’ultimo caso, l’acildiidrossiacetone fosfa- 
to prodotto viene ridotto nel corrispondente acido 

lisofosfatidico da parte di una reduttasi dipendente 

da NADPH. L’acido lisofosfatidico viene convertito 

in triacilglicerolo grazie all’azione successiva di 

1-acilglicerolo-3-fosfato aciltransferasi, acido fo- 

sfatidico fosfatasi e diacilglicerolo aciltransferasi. 

L’acido fosfatidico intermedio ed il diacilglicerolo pos- 

sono anche essere convertiti in fosfolipidi mediante 

le vie descritte nel paragrafo 23.8. Le aciltransferasi 

non sono completamente specifiche per particolari 

acil-CoA, sia per quanto riguarda la lunghezza della 

catena che il grado di insaturazione ma, nei triacil- 

gliceroli del tessuto adiposo umano, il palmitato ten- 

de ad essere concentrato in posizione 1 e l’oleato in 

posizione 2. 


membrana del reticolo endoplasmatico. (Fonte: JEFFCOAT, R., Essays 
Biochem., 15, p. 19, 1979.) 


2cit bs(0ss) E*FADHy NAD” 
NADH-citocromo 
bs reduttasi 
2cit bs(rid) E*FAD NADH + H* 
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Figura 23.32 Le reazioni della via di biosintesi del triacilglicerolo. 
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5. LA REGOLAZIONE DEL 
METABOLISMO DEGLI ACIDI GRASSI 


Parlare del controllo metabolico significa di so- 
lito occuparsi della regolazione del flusso dei meta- 
boliti attraverso una via in risposta ai diversi fabbi- 
sogni energetici e allo stato di nutrizione di un or- 
ganismo. La differenza, per esempio, nel fabbiso- 
gno energetico del muscolo tra lo stato di riposo 
e uno sforzo vigoroso può essere fino a 100 volte. 
Una tale variabilità di richieste può essere posta al 
corpo sia che si trovi in un buon stato di nutrizione 
sia che sia a digiuno. Per esempio Eric Newsholme, 
un’autorità nel campo della biochimica dello sfor- 
zo, corre per due ore prima di colazione. Altri in- 
vece potrebbero non desiderare di compiere uno 
sforzo maggiore del portare la mano alla bocca. In 
‘entrambi gli individui glicogeno e triacilgliceroli fun- 
zionano come i combustibili primari per i processi 
che richiedono energia e, in tempo di quiete, ven- 
gono sintetizzati in abbondanza per usi futuri. 
La sintesi e la demolizione di glicogeno e triacilgli- 
ceroli, come descritto in dettaglio in precedenza e nel 
Capitolo 17, sono processi che interessano l’intero or- 
ganismo, con organi e tessuti che formano una rete 
interdipendente messa in collegamento dalla circola- 
zione sanguigna. Il sangue trasporta i metaboliti re- 
sponsabili della produzione di energia: triacilglice- 
roli sotto forma di chilomicroni e VLDL (paragrafo 
11.4A), acidi grassi in complesso con l’albumina (pa- 
ragrafo 23.1), corpi chetonici, amminoacidi, lattato 
e glucosio. Le cellule pancreatiche @ e 8 registrano 
lo stato alimentare ed energetico dell’organismo 
principalmente attraverso la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue. 
Le cellule a rispondono alla bassa concentrazione 
di glucosio nel sangue caratteristica dello stato di 
digiuno e di richiesta energetica secernendo gluca- 
gone. Le cellule 8 rispondono all’alta concentrazio- 
ne di glucosio dello stato di nutrizione e di riposo 
secernendo insulina. Abbiamo parlato in preceden- 
za (paragrafi 17.3E e 17.3F) di come questi ormoni 
siano coinvolti nel metabolismo del glicogeno. Essi 
regolano anche la velocità delle opposte vie del me- 
tabolismo lipidico e controllano quindi se gli acidi 
grassi verranno ossidati o sintetizzati. I loro bersa- 
gli sono gli enzimi regolatori (generatori del flusso) 
della sintesi e della demolizione degli acidi grassi 
in tessuti specifici (Fig. 23.33). 
[1015] Ci sono già familiari la maggior parte dei mec- 
canismi con cui possono essere controllate le attivi- 
tà catalitiche degli enzimi regolatori: disponibilità 
del substrato, interazioni allosteriche e modificazio- 
ni covalenti (fosforilazione). Questi sono esempi di 


regolazione a breve termine, regolazione che fun- 
ziona con un tempo di risposta di minuti o anche 
meno. La sintesi degli acidi grassi è controllata, in 
parte, mediante regolazione a breve termine. La 
acetil-CoA carbossilasi, che catalizza la prima tappa 
finalizzata di questa via, viene inibita dal palmitoil- 
CoA e dalla fosforilazione dipendente da cAMP sti- 
molata dal glucagone, ed è attivata dal citrato e dalla 
fosforilazione stimolata dall’insulina (paragrafo 
23.4B). 

Esiste un altro meccanismo per il controllo degli 
enzimi regolatori delle vie: la modificazione della 
quantità di enzima presente mediante cambiamenti 
della velocità della sintesi e/o della degradazione del- 
la proteina. Questo processo richiede ore o giorni ed 
è quindi chiamato regolazione a lungo termine 
(il controllo di sintesi e degradazione delle proteine 
è trattato nei Capitoli 29 e 30). La biosintesi dei lipidi 
è controllata anche mediante regolazione a lungo ter- 
mine, con l’insulina che stimola e il digiuno che ini- 
bisce la sintesi di acetil-CoA carbossilasi e di acido 
grasso sintasi. Anche la presenza nella dieta di acidi 
grassi poliinsaturi diminuisce la concentrazione di 
questi enzimi. La quantità di lipasi lipoproteica del 
tessuto adiposo, l'enzima che dà inizio all’ingresso 
nel tessuto adiposo degli acidi grassi sotto forma di 
lipoproteine per l'accumulo (paragrafo 11.4B), è pu- 
re aumentata dall’insulina e diminuita dal digiuno. 
Il digiuno e/o l’esercizio fisico regolare diminuendo la 
concentrazione di glucosio nel sangue cambiano l’e- 
quilibrio ormonale del corpo. Questa situazione ha 
come risultato l’aumento a lungo termine dei livelli 
degli enzimi dell’ossidazione degli acidi grassi accom- 
pagnato dalla diminuzione a lungo termine di quelli 
della biosintesi dei lipidi. 


Gli ormoni regolano il metabolismo 
degli acidi grassi 


io16] L’ossidazione degli acidi grassi è ampiamente 
regolata dalla concentrazione degli acidi grassi nel san- 
gue che è, a sua volta, controllata dalla velocità di 
idrolisi dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo da par- 
te della triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile. 
Questo enzima è chiamato così perché è suscettibile 
di regolazione da parte di fosforilazione e defosfori- 
lazione in risposta ai livelli di cAMP controllati da 
ormoni. Adrenalina e noradrenalina, come fa il glu- 
cagone, funzionano aumentando le concentrazioni di 
cAMP del tessuto adiposo. cAMP attiva allosterica- 
mente la proteina chinasi dipendente da cAMP che, 
a sua volta, aumenta i livelli di fosforilazione degli 
enzimi suscettibili. La fosforilazione attiva la lipasi 
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Figura 23.33 | siti di regolazione del metabolismo degli acidi grassi. 
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ormone-sensibile, stimolando quindi la lipolisi nel tes- 
suto adiposo, aumentando i livelli ematici di acidi 

assi ed alla fine attivando la via della B-ossidazione 
in altri tessuti quali il fegato e il muscolo. Nel fegato 
questo processo porta alla formazione dei corpi che- 
tonici che vengono secreti nel torrente circolatorio 
per essere usati dai tessuti periferici come combusti- 
bile alternativo al glucosio. La proteina chinasi di- 
pendente da cAMP inattiva anche la acetil-CoA car- 
bossilasi (paragrafo 23.4B), uno degli enzimi che de- 
terminano la velocità della sintesi degli acidi grassi, 
così che la fosforilazione dipendente da cAMP simul- 
taneamente stimola l’ossidazione degli acidi grassi ed 
inibisce la sintesi degli acidi grassi. 

L’insulina ha l’effetto opposto di glucagone ed adre- 
nalina: stimola la produzione di glicogeno e triacil- 
gliceroli. Questo ormone proteico, che viene secreto 
in risposta ad alte concentrazioni ematiche di gluco- 
sio, diminuisce i livelli di cAMP. Questa situazione 
porta alla defosforilazione e quindi all’inattivazione 
della lipasi ormone-sensibile riducendo quindi la 
quantità di acidi grassi disponibili per l’ossidazione. 
L’insulina stimola anche l’attività di alcune protei- 
ne chinasi indipendenti dal cAMP, che fosforila- 
no le proteine in corrispondenza di siti diversi da 
quelli delle chinasi dipendenti da cAMP. La acetil- 
CoA carbossilasi, per esempio, viene attivata mediante 
fosforilazione indipendente da cAMP (dipendente da 
insulina) (paragrafo 23.4B): l’effetto opposto a quello 
della fosforilazione dipendente da CAMP. Il rapporto 
insulina-glucagone è quindi di fondamentale impor- 
tanza nella determinazione della velocità e della dire- 
zione del metabolismo degli acidi grassi. 

Un altro punto di controllo che inibisce l’ossidazio- 
ne degli acidi grassi, quando la sintesi degli acidi gras 
si è stimolata, è l’inibizione della carnitina palmitoil 
transferasi I da parte del malonil-CoA. Questa inibi- 
zione tiene gli acidi grassi di nuova sintesi fuori dal 
mitocondrio (paragrafo 23.1) e quindi lontano dal si- 
stema di {-ossidazione. 


6. IL METABOLISMO DEL COLESTEROLO 


[1017] Il colesterolo è un costituente vitale delle mem- 


brane cellulari e il precursore di ormoni steroidei e 
acidi biliari. È essenziale per la vita, ma il suo depo- 
sito nelle arterie è stato associato con malattie car- 
diache e aterosclerosi, due tra le principali cause di 
morte nell’uomo. In un organismo sano viene mante- 
nuto un intricato equilibrio tra biosintesi, utilizza- 
zione e trasporto del colesterolo, che tende a mante- 
nere al minimo la sua pericolosa deposizione. In que- 


sto paragrafo studieremo le vie di biosintesi e di tra- 
sporto e il loro controllo. Prenderemo anche in esa- 
me come viene usato il colesterolo nella biosintesi 
degli ormoni steroidei e degli acidi biliari. 


A. La biosintesi del colesterolo 


Tutti gli atomi di carbonio del colesterolo deri- 
vano dall’acetato (Fig. 23.34). L’osservazione del loro 
schema di incorporazione nel colesterolo ha portato 
Konrad Bloch a proporre che l’acetato sia prima con- 
vertito in unità isopreniche, unità C;5 che hanno 
lo scheletro di carbonio dell’isoprene. 


CH; c 
CHy=C—CH=CH; C-C-C—C 


Isoprene 


Una unità isoprenica 
(2-metil-1,3-butadiene) 


Le unità isopreniche vengono condensate formando 
un precursore lineare del colesterolo, e quindi cicliz- 
zate. 

È stato dimostrato che lo squalene, un idrocarbu- 
ro poliisoprenoide (Fig. 23.35), è l’intermedio linea- 
re della biosintesi del colesterolo mediante l’osserva- 
zione che nutrire degli animali con squalene radio- 
marcato ha come risultato la produzione di coleste- 
rolo radiomarcato. Lo squalene si potrebbe ripiegare 
in parecchi modi che lo metterebbero in grado di 
ciclizzarsi nei quattro anelli del nucleo dello sterolo 
(paragrafo 11.1E). Il ripiegamento proposto da Bloch 


‘ e Robert B. Woodward (Fig. 23.35b) si è dimostrato 


quello giusto. 
Lo schema di Bloch per gli stadi principali della 
biosintesi del colesterolo era 


due H,C. CH, i CH 
— C— —T > 
Preda E Se < Ce Ceno 
18 200 28CHa ogCH 
i a | 
C. 
Va al H 
19 H201 * sf 7 CH, n0H4s 
c quel a s5l 
H 2 LS a TH a 
fo 
3 7 
ire ea 


Figura 23.34 Tutti gli atomi di carbonio del colesterolo derivano dal- 
l’acetato. 
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(a) 


Figura 23.35 Lo squalene. (a) La conformazione estesa. Ciascun ri- 
quadro contiene un'unità isoprenica. (b) Ripiegato in preparazione 
della ciclizzazione come predetto da Bloch e Woodward. 
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Figura 23.36 La via ramificata del metabolismo degli isoprenoidi nel- 
le cellule di mammifero. La via dà origine a ubichinone, dolicolo 
e isopentenil adenosina, una base modificata del tRNA, oltre a cole 
sterolo. 


acetato —> intermedio isoprenoide —> squalene —> 
—> prodotto di ciclizzazione —> colesterolo 


Questa via è stata verificata sperimentalmente e i suoi 
dettagli elaborati. Si sa ora che fa parte di una via 
ramificata (Fig. 23.36) che produce parecchi altri iso- 


prenoidi essenziali oltre al colesterolo, e precisamen- 
te l’ubichinone (CoQ; Fig. 20.155), il dolicolo (Fig. 
21.14) e l’isopentenil adenosina (una base modificata 
del tRN A; Fig. 30.13). Prenderemo in esame in detta- 
glio la parte di questa via che porta alla sintesi del 
colesterolo. 


HMG-CoA è un precursore chiave del colesterolo 


1019] L’acetil-CoA viene convertito in unità isopreni- 
che mediante una serie di reazioni che inizia con la 


formazione di idrossimetilglutaril-CoA (HMG-CoA; < 


Fig. 23.20), un composto che abbiamo in precedenza 
incontrato come intermedio nella biosintesi dei corpi 
chetonici (paragrafo 23.3). Per la sintesi di HMG-CoA 
è necessaria la partecipazione di due enzimi: tiolasi 
ed HMG-CoA sintasi. Gli enzimi che formano 1l’HMG- 


CoA che porta alla sintesi dei corpi chetonici si tro- 


vano nei mitocondri mentre quelli responsabili della 
sintesi dell’HMG-CoA che è destinato alla biosintesi 
del colesterolo si trovano nel citosol. I loro meccani- 
smi catalitici sono però identici. 

HMG-CoA è il precursore di due intermedi isopre- 
noidi: isopentenil pirofosfato e dimetilallil piro- 
fosfato. 


CHg 
| 2 (0) (0) 
20 /0< ll e 
Hg O-P_0—-P_-0 
Ha I_ le 
(0) (0) 
Isopentenil pirofosfato 
CHg 
Ì Ho 
200 | Il 
H3C È O-P_0-P_-0° 


Dimetilallil pirofosfato 


La formazione di isopentenil pirofosfato coinvolge 


quattro reazioni (Fig. 23.37): 


dii Liu 
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HO, eHa 1. Il gruppo tioestere di HMG-CoA viene ridotto a 
pa un alcol in una riduzione a quattro elettroni di- 
H,6  CHi—C—SCoA pendente da NADPH catalizzata dalla HMG-CoA. 
É La reduttasi, che genera mevalonato. 
“o” "So 2. Il nuovo gruppo OH viene fosforilato dalla me- 
HIMG-CoA valonato-5-fosfotransferasi. 
2NADPH 3. Il gruppo fosfato viene convertito a pirofosfato 
dalla fosfomevalonato chinasi. 
e 1 sog 4. La molecola viene decarbossilata e l’alcol risultan- 
te deidratato dalla pirofosfomevalonato decar- I 
CoA bossilasi. il 
HO, ,CHs La HMG-CoA reduttasi media la tappa limitante del- i| 
+8 la biosintesi del colesterolo ed è l’enzima regolato in Î 
H,f CH,—CH,—0H modo più elaborato di questa via. Esso è regolato, 
come vedremo nella paragrafo 23.6B, mediante mec- il 
“o “So canismi di competizione e allosterici, di fosforilazio- 
ievaloniaio ne/defosforilazione e di regolazione a lungo termi- i 
ATP ne. Il colesterolo stesso è un importante regolatore 
Mevalonato-5- {o a feedback dell'enzima. il 
fosfotransferasi i, 
ADP ! 
La pirofosfomevalonato decarbossilasi Î 
HO, E83 Ò e la isopentenil pirofosfato isomerasi : 
PON catalizzano entrambe reazioni ii 
H20 CHo— CHa —0—P—0 apparentemente concertate Î 
70% , \ » Î 
(o 6 Il 5-pirofosfomevalonato viene convertito a i 
Fosfomevalonato isopentenil pirofosfato da una reazione di deidrata- si 
ATP zione/decarbossilazione dipendente da ATP cataliz- i 
Fosfomevalonato //, zata dalla pirofosfomevalonato decarbossilasi (Fig. 
chinasi ADP 23.38). Quando come substrato si usa [3-!80]-5-piro- 
fosfomevalonato (*O nella Fig. 23.38), l'ossigeno mar- 
HO. CH cato compare nel P;. Questa osservazione suggerisce 
Nafi che il 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato è un intermedio 
24 Il Il _ della reazione. 
H20 CHa—CHo —0—P_0—P_0 Poiché però sono falliti tutti i tentativi di isolare que- 
Lu Cc | fi È sto intermedio, è stato proposto che la fosforilazione, 
(8) l'eliminazione @, 8 di O; e l’eliminazione di P; av- 
5-pirofosfomevalonato vengano in una reazione concertata. 
SA: ire Il raggiungimento dell’equilibrio tra isopentenil pi- 
aa (1 rofosfato e dimetilallil pirofosfato è catalizzato dalla 
decarbossilasi ADP + P; + €04 isopentenil pirofosfato isomerasi. Si ritiene che 
la reazione proceda attraverso una reazione concer- 
CH tata di protonazione/deprotonazione (Fig. 23.39). 
5 o 
= [ fo 
Di deo i N a Lo squalene si forma dalla condensazione 
0) 0) di sei unità isopreniche 


Isopentenil pirofosfato 


Figura 23.37 La formazione di isopentenil pirofosfato dall’HMG-CoA. 


Quattro isopentenil pirofosfato e due dimetilal- 
lil pirofosfato condensano dando origine allo squale- 
ne, precursore Cso del colesterolo, in tre reazioni ca- 
talizzate da due enzimi (Fig. 23.40): 


742 I 
ri La 
no © 88-08-10538-5 
o P, + ADP + 
* + Pirofosfo- 
È OH o } mevalonato i" 0 
= ; _ decarbossilasi Ra 
©70-fomticimommomonr-0 =“ a SHa0=-CBa--0H=-0=15-0=2-0 
CH3 o o di CH3 o o 
Pirofosfomevalonato 2 Isopentenil pirofosfato 


Figura 23.39 -La isopentenil pirofosfato isomerasi interconverte iso- 
pentenil pirofosfato e dimetilallil pirofosfato mediante una reazione 
concertata di protonazione/deprotonazione. 


Figura 23.38 La pirofosfomevalonato decarbossilasi catalizza una 
deidratazione-decarbossilazione concertata dipendente da ATP del pi- 
rofosfomevalonato che genera isopentenil pirofosfato. 


Vv 
Isopentenil 
HgC H lo) lo) pirofosfato H3C H lo) 
H_ SI Il [ isomerasi Hu =l Ho 
Cc Calia a e = TTT È C—-CHo0—-P_0—P—-0 
= 2 H = Ra 
#) H H (0) (0) H (0) (o) 
*g-Lg Bi H 
1 Isopentenil 1 Î Dimetilallil 


pirofosfato 


hooo + 0-0 


Dimetilallil pirofosfato Isopentenil pirofosfato 


1 
Prenil transferasi 
PP, (testa-coda) 


Geranil pirofosfato 


Prenil transferasi 2 Ar 0-®-® 
PP; 
1 


(testa-coda) 


. Farnesil pirofosfato 


NADPH ®©-©®-0 
Squalene sintasi 
(testa-testa) Farnesil pirofosfato 
NADP*+ 2PP, 


Figura 23.40 La formazio- 
ne dello squalene a parti- 
re da isopentenil pirofosfa- 
to e dimetilallil pirofosfa- 
to. La via coinvolge due 
condensazioni testa-coda 
catalizzate dalla prenil 
transferasi e una conden- 
sazione testa-testa cataliz- 
zata dalla squalene sintasi. 
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Schema I 


Ionizzazione-condensazione-eliminazione 


Sy1 


Schema II 


Condensazione-eliminazione 


Figura 23.41 Due pos- 
sibili meccanismi per = 
la reazione della pre- R i 
nil transferasi. Lo Sche- 

ma | coinvolge la for- 

mazione di un carbo- 

catione intermedio, 

mentre lo Schema Il 

coinvolge la partecipa- 

zione di un enzima nu- 

cleofilo, X. R 


1. La prenil transferasi (farnesil pirofosfato sin- 
tasi) catalizza la condensazione testa-coda (1’-4) 
di dimetilallil pirofosfato e isopentenil pirofosfato 
che genera geranil pirofosfato. 

2. La prenil transferasi catalizza una seconda con- 
densazione testa-coda di geranil pirofosfato e iso- 
pentenil pirofosfato che genera farnesil pirofo- 
sfato. 

3. La squalene sintasi catalizza quindi la conden- 
sazione testa-testa (1’-1) di due molecole di farne- 
sil pirofosfato che genera squalene. Il farnesil pi- 
rofosfato è un precursore anche di dolicolo ed ubi- 
chinone (Fig. 23.36). 


La prenil transferasi catalizza la condensazione del- 
l’isopentenil pirofosfato con un pirofosfato allilico. Es- 
sa è specifica per l’isopentenil pirofosfato, ma può 
usare sia il 5-carbonio dimetilallil pirofosfato o il 
10-carbonio geranil pirofosfato come il suo substra- 
to allilico. Il meccanismo catalizzato dalla condensa- 
zione della prenil transferasi è particolarmente inte- 
ressante poiché è una delle pochissime reazioni enzi- 
matiche note che procedono tramite un carbocatio- 


ne intermedio. Si possono immaginare due possibili 
meccanismi di condensazione (Fig. 23.41): 


Schema I Un meccanismo Sy1 in cui un carboca- 
tione allilico si forma per eliminazione 
di PP;. L’isopentenil pirofosfato quindi 
condensa con questo carbocatione gene- 
rando un nuovo carbocatione che elimi- 
na un protone per formare il prodotto. 
Schema Il Una reazione Sy2 in cui il PP; viene so- 
stituito in modo concertato. In questo ca- 
so, un enzima nucleofilo, X, partecipa al- 
la reazione. Questo gruppo viene elimi- 
nato nella seconda tappa con la perdita 
di un protone per formare il prodotto. 


C. Dale Poulter e Hans Rilling hanno usato una logica 
chimica per discriminare tra questi due meccanismi. 
Facendo tesoro dell’osservazione che le reazioni Sy1 
sono molto più sensibili ai gruppi che sottraggono 
elettroni delle reazioni Sy2, essi hanno sintetizzato 
un derivato del geranil pirofosfato in cui l'atomo di 
H in corrispondenza di C(3) ‘-- - sostituito dal grup- 
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po F sottrattore di elettroni. Questo substrato allilico 
per la seconda condensazione (1’-4) catalizzata dalla 
prenil transferasi, non sorprendentemente ha la stessa 
Ky del substrato naturale (F e H hanno raggio ato- 
mico simile). 


OPP 


F 


È però la Vmax di questa reazione che svela la sto- 
ria. Se la reazione fosse una sostituzione Sy2 il deri- 
vato di fluoro dovrebbe reagire a una velocità simile 
a quella del substrato naturale. Se invece la reazione 
seguisse un meccanismo Sy1, il derivato di fluoro 
dovrebbe reagire a una velocità di ordini di gran- 
dezza inferiore a quella del substrato naturale. Di 
fatto, il 3-fluorogeranil pirofosfato genera il prodotto 
a una velocità che è <1% di quella del substrato na- 
turale, ponendosi a forte sostegno di un meccanismo 
Sy1 con un carbocatione intermedio. 

Lo squalene, il precursore immediato dello sterolo, 
viene formato dalla condensazione testa-testa di due 
molecole di farnesil pirofosfato da parte della squa- 
lene sintasi. La reazione non è una semplice con- 
densazione testa-coda, come ci si potrebbe aspettare, 
ma procede invece attraverso una complessa reazio- 
ne a due tappe (Fig. 23.42): 


Tappa I L’inserzione del C(1) di una molecola di 
farnesil pirofosfato nel doppio legame C(2)- 
C(3) della seconda molecola, con elimina- 
zione di PP; e formazione di presquale- 
ne pirofosfato, un ciclopropilcarbinil pi- 
rofosfato. 

Tappa Il Riarrangiamento e riduzione del presqua- 
lene pirofosfato da parte di NADPH che 
genera squalene. Questa reazione coinvol- 
ge la formazione e il riarrangiamento di 


Figura 23.43 Il meccanismo di riarrangiamento e riduzione del pre- 
squalene pirofosfato a squalene catalizzato dalla squalene sintasi: (1) 
il gruppo pirofosfato del presqualene se ne va, generando un carbo- 
catione primario in corrispondenza di C(1). (2) Gli elettroni che for- 
mano il legame C(1°)—C(3) migrano su C(1) generando il legame C(1)— 
C(1°) dello squalene e un carbocatione terziario in corrispondenza 
di C(3). (3) Il processo è completato dall’aggiunta a C(1’) di uno ione 
idruro fornito dal NADPH e dalla formazione del doppio legame 
C(2)—C(3). 


H, 
Sii? N N 
/3N 
®- DOT ;= “a Farnesil 
+ pirofosfato 
H H 
® oc C 
—(P)_0- H 
Neg 
Ai A 
Farnesil 
I PP; pirofosfato 


II NADP* + PP, 


Figura 23.42 La squalene sintasi catalizza la condensazione testa-testa 
di due molecole di farnesil pirofosfato che genera lo squalene. 


Presqualene pirofosfato 


| PP; 
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ciclopropilcarbinile 
primario 


Catione 
ciclopropilcarbinile 
terziario 
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Squalene 


Figura 23.44 La reazione della squalene epossidasi. 


Lanosterolo 


Figura 23.45 La reazione della squalene ossidociclasi: (1) Il 
2,3-ossidosqualene viene ciclizzato a catione protosterolo mediante 
un processo che è avviato dalla protonazione mediata da un enzima 
dell'ossigeno dell’epossido dello squalene mentre questa molecola 
estesa viene ripiegata nel modo predetto da Bloch e Woodward. L’a- 
pertura dell’epossido lascia una zona carente di elettroni la cui migra- 
zione guida la serie di ciclizzazioni che genera il catione protostero- 
lo. (2) L'eliminazione di un protone dal C(9) dello sterolo per formare 
un doppio legame dà il via a una serie di migrazioni di gruppi metili- 
ci e idruri che alla fine genera il lanosterolo neutro. 


NADPH NADP* 


2 Squalene 
epossidasi 


2,3-ossidosqualene 


un catione ciclopropilcarbinile in una com- 
plessa sequenza di reazioni chiamata pro- 
cesso 1°-2-3 (Fig. 23.43). 


x 


Il lanosterolo è prodotto 
per ciclizzazione dello squalene 


Lo squalene, un idrocarburo C3o a catena aper- 
ta, viene ciclizzato a partire dallo scheletro steroideo 
tetraciclico in due tappe. La squalene epossidasi 
catalizza l’ossidazione dello squalene generando 
2,3-ossidosqualene (Fig. 23.44). La squalene ossi- 
dociclasi converte questo epossido in lanosterolo, 
lo sterolo precursore del colesterolo. La reazione è 
un processo complesso che coinvolge la ciclizzazione 
del 2,3-ossidosqualene in un catione protosterolo e 
il riarrangiamento di questo catione in lanosterolo 
mediante una serie di movimenti di 1,2 idruri e di 
metili (Fig. 23.45). 


Il colesterolo i 


N 


è sintetizzato a partire dal lanosterol 


1023] La conversione del lanosterolo in colesterolo 
(Fig. 23.46) è un processo a 19 tappe che non esami- 
neremo in dettaglio. Essa coinvolge una ossidazione 
e la perdita di tre gruppi metilici. Il primo gruppo 
metilico viene rimosso come formato mentre gli al- 
tri due sono eliminati come CO; in reazioni che ri- 
chiedono tutte NADPH e O.. Gli enzimi coinvolti in 
questo processo sono inseriti nella membrana del re- 
ticolo endoplasmatico. 


Il colesterolo viene trasportato nel sangue 
e incorporato dalle cellule sotto forma 
di complessi lipoproteici 


Il trasporto e l’incorporazione cellulare del co- 


‘ lesterolo sono descritti nel paragrafo 11.4. Riassumen- 


do, il colesterolo sintetizzato dal fegato è o converti- 
to in acidi biliari per essere usato nei processi dige- 
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Figura 23.46 La conversione in 19 reazioni del lanosterolo in coleste- 
rolo. (Fonte: Riuuing, H.C. e CHAYET, L.T., in DaniELSSON, H. e Sjò- 
vati, }., (curatori), Sterols and Bile Acids, p. 33, Elsevier, 1985.) 
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stivi (paragrafo 23.1) o esterificato dalla acil-CoA:co- 
lesterolo acil transferasi (ACAT) formando este- 
ri del colesterolo 


(0) 


R-C—0 
Estere di colesterolo 
che sono secreti nel sangue come parte dei complessi 
lipoproteici chiamati lipoproteine a densità molto 
bassa (VLDL). Durante la circolazione delle VLDL, 
i triacilgliceroli e la maggior parte delle loro apoli- 
poproteine (Tabella 11.6) vengono rimossi nei ca- 
pillari del muscolo e del tessuto adiposo, converten- 


‘Reticolo 


i.per le LDL 
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Yper le LDL 


Goccia di 
esteri di 
colesterolo, 


-: Amminoacidi 


‘endoplasmatico,> 


“Complesso di Golgi 


Endosoma 


do in modo sequenziale le VLDL in lipoproteine 
a densità intermedia (IDL) e quindi in lipopro- 
teine a bassa densità (LDL). I tessuti periferici, nor- 
malmente, ricavano la maggior parte del loro cole- 
sterolo esogeno dalle LDL mediante endocitosi me- 
diata da recettore (Fig. 23.47; paragrafo 11.4B). Al 


Figura 23.47 L'endocitosi mediata dal recettore per le LDL nelle cel- 
lule di mammifero. Il recettore per le LDL viene sintetizzato nel reti- 
colo endoplasmatico, rimaneggiato nel complesso di Golgi ed inseri- 
to nella membrana citoplasmatica come componente delle cavità ri- 
vestite. Le LDL vengono legate in modo specifico dal recettore sulle 
cavità rivestite e trasportate nella cellula in endosomi che portano 
le LDL ai lisosomi mentre riciclano i recettori per le LDL sulla mem- 
brana citoplasmatica (paragrafo 11.4B). La degradazione nei lisosomi 
delle LDL libera colesterolo, la cui presenza diminuisce il ritmo di 
sintesi della HMG-COA reduttasi e dei recettori per le LDL (frecce 
dirette in basso) mentre aumenta quello della acil-CoA:colesterolo 
acil transferasi (ACAT; freccia rivolta in alto). (Fonte: BROWN, M.S. 
e GOLDSTEIN, J.L., Curr. Top. Cell. Regul., 26, p. 7, 1985.) 
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l’interno della cellula, gli esteri del colesterolo ven- 
gono idrolizzati da una lipasi lisosomiale in coleste- 
rolo libero, che viene o incorporato nelle membrane 
cellulari o riesterificato da ACAT per essere imma- 
‘ gazzinato come gocce di esteri del colesterolo. 

Colesterolo, esteri del colesterolo e triacilgliceroli 
di origine alimentare sono trasportati nel sangue da 
complessi lipoproteici sintetizzati nell’intestino chia- 
mati chilomicroni. Dopo rimozione dei triacilglice- 
roli nei tessuti periferici, i risultanti chilomicroni 
residui (o rimanenze) si legano a recettori specifici 
delle cellule epatiche e sono internalizzati tramite en- 
docitosi mediata da recettore in modo simile a quello 
delle LDL. Nel fegato, il colesterolo alimentare viene 
o usato nella biosintesi degli acidi biliari (paragrafo 
23.6C) o compattato in VLDL per essere esportato. 
Il fegato e i tessuti periferici quindi hanno due vie 
per ottenere colesterolo: possono o sintetizzarlo dal- 
l’acetil-CoA tramite la via de novo di cui abbiamo 
appena parlato, o ottenerlo dal sangue tramite endo- 
citosi mediata da recettore. Una piccola quantità di 
colesterolo entra anche nelle cellule mediante una via 
non mediata da recettore. 

In realtà, il colesterolo circola avanti e indietro tra 
il fegato e i tessuti periferici. Mentre le LDL traspor- 
tano il colesterolo dal fegato, il colesterolo è ritra- 
sportato al fegato dalle lipoproteine ad alta densi- 
tà CHIDL). Il colesterolo in eccesso viene eliminato 
dal fegato come acidi biliari, proteggendo quindi il 
corpo da un eccessivo accumulo di questa sostanza 
insolubile in acqua. 


B. Il controllo della biosintesi 
e del trasporto del colesterolo 


La biosintesi e il trasporto del colesterolo devo- 
no essere strettamente regolati. Ci sono tre vie con 
cui sì può mantenere l’approvvigionamento cellula- 
re di colesterolo: 


1. Mediante regolazione dell’attività della HMG-CoA 
| reduttasi, l’enzima che catalizza la tappa limitan- 
te nella via de novo. Questa è ottenuta in due modi: 

(i) regolazione a breve termine dell’attività ca- 
talitica dell'enzima mediante (a) inibizione 
competitiva, (b) effetti allosterici e (c) modifi- 
cazioni covalenti che coinvolgono una fosfo- 
rilazione reversibile. 

(ii) regolazione a lungo termine della concentra- 
zione dell’enzima mediante modulazione della 
sua velocità di sintesi e degradazione. 

2. Mediante regolazione della velocità di sintesi del 
recettore per le LDL. Una concentrazione intra- 


idriche 


cellulare di colesterolo alta sopprime la sintesi del 
recettore per le LDL, mentre una concentrazione 
di colesterolo bassa la stimola. 

3. Mediante regolazione della velocità di esterifica- 
zione e quindi della rimozione del colesterolo li- 
bero. ACAT, l’enzima che catalizza l’esterifica- 
zione intracellulare del colesterolo, è regolato me- 
diante fosforilazione reversibile e controllo a lun- 
go termine. 


La HMG-CoA reduttasi è il sito di controllo 
primario della biosintesi del colesterolo 


La HMG-CoA reduttasi è l'enzima della tappa 
limitante della biosintesi del colesterolo e, come quin- 
di ci si potrebbe aspettare, rappresenta il principale 
sito regolatorio della via. La via, però si dirama dopo 
questa reazione (Fig. 23.36); ubichinone, dolicolo e 
isopentenil adenosina sono pure prodotti essenziali, 
anche se minoritari. HMG-CoA è quindi soggetto ad 
un controllo «multivalente» perché possa essere coor- 
dinata la sintesi di tutti questi prodotti. La piena sop- 
pressione dell’enzima richiede almeno due regolato- 
ri: il colesterolo, normalmente derivato dalle LDL, 
ed un prodotto non sterolico di normale sintesi en- 
dogena a partire dal mevalonato (prossimo paragra- 
fo). Questi regolatori esercitano sia un controllo a bre- 
ve che uno a lungo termine sulla HMG-COA reduttasi. 


La HMG-CoA reduttasi è regolata 
mediante fosforilazione reversibile 


[1027] La HMG-CoA reduttasi esiste in due forme in- 
terconvertibili, una più attiva e una meno attiva, co- 
me la glicogeno fosforilasi (paragrafo 17.3C), la glico- 
geno sintasi (paragrafo 17.3D) e la piruvato deidroge- 
nasi (paragrafo 19.2B), tra le altre. La forma non mo- 
dificata della HMG-CoA reduttasi è quella più attiva; 


la forma fosforilata è la meno attiva. La HMG-CoA . 


reduttasi è fosforilata (inattivata) in un sistema a ca- 
scata biciclica da parte dell’enzima modificabile in 
modo covalente HMG-CoA reduttasi chinasi (RK) 
(Fig. 23.48). La cascata viene iniziata dalla fosforila- 
zione della reduttasi chinasi (0-RK), non modificata 
(originale) e meno attiva, che la converte nella sua 
forma modificata e più attiva (m-RK),, ad opera di 
una reduttasi chinasi chinasi (RKK) indipenden- 
te da CAMP (questa nomenclatura è spiegata nel pa- 
ragrafo 17.3C). A sua volta, (m-RK), fosforila la HMG- 
CoA reduttasi (HMGR) convertendo quindi la forma 
più attiva (0-HMGR), nella forma meno attiva (m- 
HMGR),. La riattivazione di (m-HMGR), e l’inattiva- 


Hem.coa/ 7“ Mevalonato —» —» — Colesterolo 


Figura 23.48 La modulazione dell'attività della HMG-COA reduttasi 
da parte di una cascata biciclica di fosforilazione/defosforilazione. Le 
frecce colorate indicano la catalisi di una reazione. Notate come sia- 
no presenti due tipi di fosfoproteina fosfatasi: la fosfoproteina fosfatasi-1, 
che viene inibita dall’inibitore-1 modificato della fosfoproteina fosfa- 
tasi e la fosfoproteina fosfatasi-2, che non è inibita in questo modo. 


zione di (m-RK), sono entrambe catalizzate dalla 
fosfoproteina fosfatasi-1 (Fig. 23.48). Anche la con- 
centrazione di cAMP gioca un ruolo in questo siste- 
ma grazie alla presenza di una RKK dipendente da 
cAMP in aggiunta alla RKK indipendente da cAMP. 
Inoltre, la proteina chinasi dipendente da cAMP fo- 


sforila, e quindi attiva, l’ inibitore-1 della fosfo- . 


proteina fosfatasi avendo come risultato un au- 
mentato livello di fosforilazione (diminuito livello 
di attività) della HMG-CoA reduttasi (un processo si- 
mile all’attivazione della glicogeno fosforilasi; para- 
grafo 17.3C). 

La relazione tra lo stato di fosforilazione della HMG- 
CoA reduttasi e la [CAMPI pone l’attività della HMG- 
CoA reduttasi e quindi la biosintesi del colesterolo sotto 


controllo ormonale. L’insulina, che diminuisce la 
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[cAMP], stimola la biosintesi del colesterolo. Il gluca- 
gone, che aumenta la [cAMP], la inibisce. Questi ef- 
fetti sono in accordo con le azioni di insulina e gluca- 
gone su altre vie metaboliche del fegato, come la gli- 
colisi, le vie di sintesi e demolizione del glicogeno, 
la gluconeogenesi e le vie di sintesi e demolizione 
degli acidi grassi (paragrafi 17.3F e 23.5). Il sistema 
di modificazione/demodificazione è influenzato an- 
che dalla presenza di LDL-colesterolo e di mevalo- 
nolattone (un estere interno del mevalonato che vie- 
ne idrolizzato a mevalonato e metabolizzato nella cel- 


lula), 
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che inibisce l’attività della HMG-CoA reduttasi stimo- 
landone la fosforilazione. Sono correntemente in corso 


programmi di ricerca per determinare come avven- 


ga questo processo. 
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L’attività del recettore per le LDL 
controlla l’omeostasi del colesterolo 


[1028] I recettori per le LDL giocano chiaramente un 
ruolo importante nel mantenimento dei livelli pla- 
smatici di colesterolo-LDL. Negli individui normali, 
circa metà delle IDL che derivano dalle VLDL rien- 
tra nel fegato mediante endocitosi mediata dal recet- 
tore per le LDL (IDL ed LDL contengono entrambe 
lipoproteine che si legano specificamente al recetto- 
re per le LDL; paragrafo 11.4B). Le IDL rimanenti 
vengono convertite in LDL (Fig. 23.49a). La concen- 
trazione sierica di LDL dipende quindi dalla velocità 
a cui il fegato rimuove le IDL dalla circolazione san- 
guigna che, a sua volta, dipende dal numero di recet- 
tori per le LDL funzionanti sulla superficie delle cel- 
lule del fegato. 
Si sa che alti livelli di colesterolo plasmatico (iper- 
colesterolemia), che derivano dalla sovrapproduzio- 
ne o dalla sottoutilizzazione di LDL, sono causati da 
due irregolarità metaboliche: (1) la malattia genetica 
ipercolesterolemia familiare (FH) e (2) il consumo 
di una dieta ricca di colesterolo. FH è un difetto ge- 
netico dominante che ha come risultato una deficien- 
za di recettori funzionali per le LDL (paragrafo 11.4C). 
Individui omozigoti per questa malattia sono privi 
di recettori funzionali per le LDL e le loro cellule 
non possono quindi assorbire né IDL né LDL mediante 
endocitosi mediata da recettore. L’aumentata concen- 
trazione nel sangue di IDL porta a un aumento corri- 
spondente delle LDL che sono, di conseguenza, sot- 
toutilizzate poiché non possono essere incorporate dal- 
le cellule (Fig. 23.49b). Individui omozigoti per FH 
hanno quindi livelli plasmatici di LDL-colesterolo da 
tre a cinque volte più alti della media. Individui ete- 
rozigoti per FH, che sono molto più frequenti, han- 
no un numero pari a circa la metà di recettori fun- 
zionali per le LDL e livelli plasmatici di LDL- 
colesterolo circa il doppio della media. 
Un’alimentazione ad alto contenuto di colesterolo 
ha un effetto simile, anche se non così accentuato, 
alla FH (Fig. 23.49c). Il colesterolo alimentare in ec- 


Figura 23.49 | recettori per le LDL del fegato controllano produzione 
e assorbimento delle LDL plasmatiche. (a) In soggetti umani normali 
le VLDL vengono secrete dal fegato e convertite in IDL nei capillari 
dei tessuti periferici. Circa la metà delle particelle di IDL plasmatiche 
si lega ai recettori per le LDL ed è assorbita dal fegato. Il resto viene 
convertito in LDL nei tessuti periferici. (b) In individui affetti da iper- 
colesterolemia familiare (FH), i recettori epatici per le LDL sono dimi- 
nuiti o assenti a causa di un difetto genetico. (0) In individui normali 
che seguano un'alimentazione ricca di colesterolo, il fegato si riem- 
pie di colesterolo, che reprime il ritmo di produzione dei recettori 
per le LDL. Il deficit di recettori, di origine genetica o alimentare, 
aumenta il livello. plasmatico delle LDL mediante l'aumento del ritmo di 
produzione delle LDL e fa diminuzione del loro assorbimento. (Fon- 
te: GOLDSTEIN, J.L. e BROWN, M.S., /. Lipid Res., 25, p. 1457, 1984.) 
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cesso entra nelle cellule epatiche come chilomicroni 
residui e reprime la sintesi della proteina recettore 
delle LDL. La conseguente insufficienza di recettori 
per le LDL sulla superficie delle cellule epatiche ha 
conseguenze simili a quelle della FH. 

La deficienza di recettori per le LDL, sia di origine 
genetica che dietetica, aumenta il livello di LDL tra- 
mite due meccanismi: (1) un’aumentata produzione 
di LDL derivante dall’aumentata incorporazione di 
IDL e (2) una diminuita incorporazione di LDL. Sono 
state provate due strategie atte a contrastare questi 
effetti (oltre al mantenimento di una dieta povera 
di colesterolo): 


1. L’ingestione di resine che legano gli acidi biliari 
prevenendo il loro assorbimento intestinale. Di nor- 
ma gli acidi biliari sono riciclati dal fegato in mo- 
do efficiente (paragrafo 23.6C). L’eliminazione con 
le feci del colesterolo legato alla resina costringe 
il fegato a convertire in acidi biliari più colestero- 
lo del normale. La conseguente diminuzione del- 
la concentrazione di colesterolo nel siero induce 
la sintesi di recettori per le LDL (naturalmente 
non in individui omozigoti per la FH). Sfortunata- 
mente, il diminuito livello sierico di colesterolo 
induce anche la sintesi di HMG-CoA reduttasi, che 
aumenta il ritmo della biosintesi del colesterolo. 
L’ingestione di resine in grado di legare gli acidi 
biliari determina quindi una diminuzione di solo 
il 15-20% nei livelli sierici di colesterolo. 

2. Il trattamento con inibitori competitivi della HMG- 
CoA reduttasi, in particolare compattina e lova- 
statina (chiamata anche mevinolina; Fig. 23.50) 
che sono prodotti da funghi, in modo da diminui- 
re la velocità della biosintesi del colesterolo. La 
lovastatina ha infatti di recente guadagnato l’ap- 
provazione per il trattamento clinico dell’iperco- 
lesterolemia. La conseguente diminuzione del 
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Figura 23.50 Compattina e lovastatina, due potenti inibitori della HMG- 
CoA reduttasi. Come paragone è mostrata la struttura del mevalonato. 


colesterolo è raggiunta tramite induzione dei re- 
cettori per le LDL e della HMG-CoA reduttasi. In- 
dividui eterozigoti per FH trattati con lovastatina 
mostrano ciò non di meno una diminuzione di 
routine del 30% del colesterolo sierico. 


L’uso in associazione di questi agenti, inoltre, deter- 
mina una diminuzione clinicamente rilevante del 
50-60% dei livelli di colesterolo sierico. 


L’aumentata espressione del recettore 
per le LDL previene l’ipercolesterolemia 
indotta dall’alimentazione 


Topi transgenici di un ceppo che mostra una 
aumentata espressione del recettore per le LDL non 
presentano un aumento misurabile dei livelli plasma- 
tici delle LDL quando vengono alimentati con una 
dieta ricca di colesterolo, grassi e acidi biliari. Al con- 
trario, topi normali nutriti con la stessa dieta mo- 
strano un notevole aumento dei livelli plasmatici di 
LDL. Evidentemente l’espressione aumentata e non 
regolata dei recettori per le LDL è in grado di preve- 
nire l’ipercolesterolemia indotta dall’alimentazione, 
per lo meno nel topo. 


C. L’utilizzazione del colesterolo 


Il colesterolo è il precursore degli ormoni ste- 
roidei e degli acidi biliari. Gli ormoni steroidei ven- 
gono raggruppati in cinque categorie: progestinici, 
glucocorticoidi, mineralcorticoidi, androgeni e 
estrogeni. Questi ormoni, come è descritto nel para- 
grafo 34.4A, mediano una grande varietà di funzio- 
ni fisiologiche vitali. Tutti contengono la struttura 
a quattro anelli del nucleo del colesterolo e hanno 
una struttura notevolmente simile, considerando le 
enormi differenze dei loro effetti fisiologici. Uno sche- 
ma biosintetico semplificato (Fig. 23.51) mostra le lo- 
ro similarità e differenze strutturali. Non discutere- 
mo in dettaglio queste vie biosintetiche. 

La via quantitativamente più importante per l’e- 
screzione del colesterolo nei mammiferi è la forma- 
zione degli acidi biliari (chiamati anche sali biliari). 
Gli acidi biliari principali, l'acido colico e l’acido 
chenodesossicolico, vengono sintetizzati nel fega- 
to e secreti come glicina o coniugati della taurina 
(Fig. 23.52) nella colecisti. Da qui essi vengono secre- 
ti nell’intestino tenue dove agiscono come emulsio- 
nanti nella digestione e nell’assorbimento dei grassi 
e delle vitamine liposolubili (paragrafo 23.1). Un effi- 
ciente sistema di riciclaggio permette agli acidi bilia- 
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Figura 23.51 Uno schema semplificato della biosintesi degli steroidi. 
Gli enzimi coinvolti sono (1) l'enzima che taglia la catena laterale 
del colesterolo; (2) la steroide C(17) idrossilasi; (3) la steroide C(17), 


C(20) liasi; (4) la steroide C(21) idrossilasi; (5) la steroide 1 B-idrossilasi; 
(6) la steroide C(18) idrossilasi; (7) la 18-idrossisteroide ossidasi e (8) 
la aromatasi. 
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Ro=H 


Figura 23.52 La struttura dei principali aci- 
di biliari e i loro coniugati con glicina e 
taurina. 


ri di rientrare nel torrente circolatorio e di ritornare 
al fegato per essere riutilizzati parecchie volte al gior- 
no. La quantità di <1g - giorno! di acidi biliari che, 
di norma, si sottraggono a questo sistema di riciclag- 
gio vengono ulteriormente metabolizzati da microor- 
ganismi presenti nel colon ed eliminati. Questa è l’u- 
nica via dell’organismo per l’eliminazione del coleste- 
rolo. . 4 

Il confronto tra la struttura del colesterolo e quella 


degli acidi biliari (Figg. 23.34 e 23.52) mostra che la. 


biosintesi degli acidi biliari a partire dal colesterolo ri- 
chiede (1) la saturazione del doppio legame 5,6, (2) l’e- 
pimerizzazione del gruppo 38-OH, (3) l’introduzione 
di gruppi OH alle posizioni 7a e 12a, (4) l’ossidazione 
di C(24) a carbossilato e (5) la coniugazione di questa 
catena laterale carbossilata con glicina o taurina. 


7. IL METABOLISMO 
DELL’ARACHIDONATO: 
PROSTAGLANDINE, PROSTACICLINE, 
TROMBOXANI E LEUCOTRIENI 


Le prostaglandine (PG) sono state identifica- 
te per la prima volta nello sperma umano ad opera 
di Ulf von Euler all’inizio degli anni ’30, grazie alla 
loro capacità di stimolare le contrazioni uterine e di 
abbassare la pressione del sangue. Von Euler ritene- 
va che questi composti avessero origine nella prosta- 
ta (di qui il loro nome), ma in seguito è stato dimo- 
strato che esse sono sintetizzate nelle vescicole semi- 
nali. Nel momento in cui si scoprì l’errore il nome 
era ormai saldamente affermato. Nella metà degli an- 


R,= NH—CH,— COOH 
R,= NH—CH,— CH,— SO;H 


R;= OH 


R,=H 


Acido colico Acido chenodeossicolico 


Acido glicocolico Acido glicochenodeossicolico 


Acido taurocolico Acido taurochenodeossicolico 


ni ’50 sono stati isolati dei materiali cristallini dai flui- 
di biologici e sono stati chiamati PGE (solubili in ete- 
re) e PGF (solubili in tampone fosfato). Questo fatto 
ha dato il via a un enorme lavoro su queste potenti 
sostanze. 

Quasi tutte le cellule di mammifero tranne i globuli 
rossi producono le prostaglandine e i loro prodotti cor- 
relati, le prostacicline, i tromboxani e i leucotrie- 
ni (conosciuti collettivamente come eicosanoidi poi- 
ché sono tutti composti Co; dal greco: eikosi, venti). 
Gli eicosanoidi come ormoni hanno profondi effetti 
fisiologici a concentrazioni estremamente basse. Essi 
mediano, per esempio: 


1. La risposta infiammatoria, particolarmente quel- 
la che coinvolge le articolazioni (artrite reumatoi- 
de), la pelle (psoriasi) e gli occhi. 

2. Lo sviluppo di dolore e febbre. 

3. La regolazione della pressione del sangue. 

4. L’induzione della coagulazione del sangue. 

5. Il controllo di svariate funzioni riproduttive qua- 
li l’induzione del travaglio. 

6. La regolazione del ritmo sonno/veglia. 


Gli enzimi che sintetizzano questi composti e i recet- 
tori a cui essi si legano sono quindi il bersaglio di 
una intensa ricerca farmacologica. 

Gli eicosanoidi sono anche paragonabili a ormoni 
per il fatto che molti dei loro effetti sono mediati a 
livello intracellulare dal cAMP. Al contrario degli or- 
moni, però, essi non vengono trasportati dalla circo- 
lazione sanguigna alle loro sedi d’azione. Queste so- 
stanze chimicamente e biologicamente instabili (in 
vitro alcune si degradano in pochi minuti o anche 
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meno) sono piuttosto dei mediatori locali; essi cioè 
agiscono nello stesso ambiente in cui sono stati sinte- 
tizzati. i 

In questo paragrafo prenderemo in esame la strut- 
tura degli eicosanoidi e delineeremo le loro vie bio- 
sintetiche e i modi d’azione. Facendo ciò, noteremo 
la grande diversità delle loro strutture e funzioni, 
un fenomeno che fa della delucidazione del ruolo fi- : È 
siologico di queste sostanze un’area di ricerca parti- | 
colarmente stimolante. 


O (0) 
a se 
A. Premes R, dh. (0 
1032] Le prostaglandine sono tutte derivati dell’ipote- Lo È G4E| 


tico acido prostanoico, acido grasso Czo, in cui gli Ro ) Ro 0--* Ro 
atomi di carbonio da 8 a 12 costituiscono un anello È: 
di ciclopentano (Fig. 23.53a). Le prostaglandine da A A 
ad I differiscono nei sostituenti dell’anello di ciclo- CR ER e 
pentano (Fig. 23.53b): le PGA sono chetoni a,B-non 3 E, {I CA cl 
saturi, le PGE sono f-idrossichetoni, le PGF sono R, 5 


1,3-dioli ecc. Il gruppo C(9)-OH è dallo stesso lato del- ; ; 


Figura 23.53 La struttura delle prostaglandine: (a) lo scheletro di car- [S lo) 
bonio dell'acido prostanoico, il composto padre delle prostaglandine. 
(b) La struttura delle prostaglandine dalla A alla I. (©) La struttura delle 
prostaglandine E, E> e F2a (la prima prostaglandina identificata). 


Figura 23.54 La sintesi dei precursori delle prostaglandine. 1 derivati ; : : ' 
dell'acido linoleico acido 81 1,14-eicosatrienoico ed acido arachido- OH OH HO OH 
nico sono i precursori rispettivamente delle prostaglandine di serie-1 PGE, PGE, 
e di serie-2. Il derivato dell'acido y-linolenico acido 5,8,11,14,17-ei- 

cosapentaenoico è il precursore delle prostaglandine di serie 3. HO, 


v __—__- 


Acido y-linoleico COOH HO 68 
(acido 9,12-octa- II où, 
decadienoico) == ==. 


Acido y-linolenico ; — 
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(a) Fosfolipasi Ao lo) 
È | CHo—-0—-C—R} 
H31Ciy C-O0—-CH ì 
Gruppo CHo_O07—P_-_X 
arachidonilico 6 


Fosfolipasi C 


Inositolo 


(6) Fosfolipide 
(fosfatidilinositolo) 


Fosfolipasi / Fosfolipasi C Fosfoinositolo 


Lisofosfolipide. 
+ 


acido idonico Diacilglicerolo chiesi 


Acido fosfatidico 


: Fosfolipasi Ap 


1,2-diacilglicerolo 


Diacilglicerolo lipasi | 


Monoacilglicerolo 
+ 
acido arachidonico 


Acido lisofosfatidico 


+ 


acido arachidonico 


Figura 23.55 (a) Le sedi del taglio idrolitico mediato dalle fosfolipasi 
A27 e C. Il gruppo della testa polare, X, è spesso inositolo. (b) Le vie 
di liberazione dell’acido arachidonico dai fosfolipidi. 


l’anello rispetto ad R; in PGF, mentre è sul lato op- 
posto in PGFg. Il numero scritto in pedice nel nome 
si riferisce al numero di doppi legami contenuti dal- 
le catene laterali dell’anello di ciclopentano (Fig. 
23.53C). 

Nell’uomo, il precursore più importante delle pro- 
staglandine è l’acido arachidonico (acido 
5,8,11,14-eicosatetraenoico), un acido grasso C2 
polinsaturo che ha quattro doppi legami non coniu- 
gati. Il doppio legame in corrispondenza di C(14) si 
trova a sei atomi di carbonio dall’atomo di carbonio 
terminale (l’atomo di carbonio w), rendendo l’acido 
arachidonico un acido grasso w-6. L’acido arachido- 
nico viene sintetizzato a partire dall’acido linoleico 
(che pure è un acido w-6) tramite allungamento e de- 
saturazione (Fig. 23.54; paragrafo 23.4E). Le prosta- 
glandine col numero 1 in pedice (le prostaglandine 
di «serie 1») vengono sintetizzate a partire dall’acido 
8,11,14-eicosatrienoico, mentre le prostaglandine 
di «serie 2» vengono sintetizzate a partire dall’acido 
arachidonico. 

L’acido a-linolenico è un precursore dell’acido 
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA) e delle pro- 
staglandine di «serie 3». Poiché l’arachidonato è il pre- 
cursore primario delle prostaglandine nell’uomo, nei 
nostri esempi faremo riferimento principalmente al- 
le prostaglandine di «serie 2». 


L’arachidonato viene generato 
per idrolisi dei fosfolipidi 


L’arachidonato viene accumulato nelle membra- 
ne cellulari esterificato al glicerolo C(2) del fosfatidi- 
linositolo e di altri fosfolipidi. La produzione dei me- 
taboliti dell’arachidonato è controllata dal ritmo del 
rilascio dell’arachidonato da questi fosfolipidi attra- 
verso tre vie alternative (Fig. 23.55): 


1. La fosfolipasi A» idrolizza i gruppi acilici in cor- 
rispondenza di C(2) dei fosfolipidi (Fig. 23.55b, a 
sinistra). 

2. La fosfolipasi C idrolizza specificamente il grup- 
po di testa del fosfatidilinositolo generando 
1,2-diacilglicerolo, che viene fosforilato dalla di- 
glicerolo chinasi ad acido fosfatidico, un substra- 
to della fosfolipasi A. (Fig. 23.55b, al centro). 

3. L°1,2-diacilglicerolo può anche essere idrolizzato 
direttamente dalla diacilglicerolo lipasi (Fig. 
23.55b, a destra). 


I corticosteroidi sono usati come agenti antiinfiam- 


matori perché inibiscono la fosfolipasi A, riducen- 
do il ritmo di produzione dell’arachidonato. 


L’aspirina inibisce la sintesi delle prostaglandine 


L’uso dell’aspirina come analgesico (antidolo- 
rifico) ed antipiretico (in grado di abbassare la feb- 
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20:4 Acido arachidonico 
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Figura 23.56 La via ciclica e la via lineare del metabolismo dell'acido 
arachidonico. 
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Figura 23.57 La via ciclica del metabolismo dell’acido arachidonico 
è ramificata, portando alla formazione di prostaglandine, prostacicli- 


ne e tromboxani. Ù 
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bre) ed antiinfiammatorio è estremamente diffuso fin 
dal secolo scorso. È stato però solo nel 1971 che John 
Vane ha scoperto il suo meccanismo d’azione. L’a- 
spirina, così come altri «farmaci antinfiammatori non 
steroidei», inibisce la sintesi delle prostaglandine a par- 
tire dall’acido arachidonico (paragrafo 23.7B). Questi 
inibitori si sono quindi rivelati strumenti utili nella 
delucidazione delle vie biosintetiche delle prostaglan- 
dine oltre a fornire un punto di partenza per la sin- 
tesi razionale di nuovi farmaci antiinfiammatori. 


L’acido arachidonico è un precursore 
di leucotrieni, tromboxani e prostacicline 


L’acido arachidonico funziona anche come pre- 
cursore di composti la cui sintesi non è inibita dall’a- 
spirina. Ci sono infatti due vie principali del metabo- 
lismo dell’arachidonato. La cosiddetta «via ciclica», che 
è inibita da «farmaci antiinfiammatori non steroidei», 
genera il caratteristico anello di ciclopentano delle 
prostaglandine, mentre la cosiddetta «via lineare», che 
non è inibita da questi composti, porta alla formazio- 
ne di leucotrieni e degli HPETE (Fig. 23.56; para- 
grafo 23.7C). 

Studi effettuati utilizzando farmaci antiinfiamma- 
tori non steroidei hanno aiutato a dimostrare che due 
classi di composti strutturalmente correlati e a vita 
estremamente breve, le prostacicline e i tromboxani 
(Fig. 23.57), sono pure prodotti della via ciclica del 
metabolismo dell’acido arachidonico. I prodotti spe- 
cifici generati da questa via ramificata dipendono dal 
tessuto coinvolto. Per esempio, le piastrine (trombo- 
citi) producono quasi esclusivamente tromboxani; le 
cellule dell’endotelio vascolare, che formano le pare- 
ti di vene ed arterie, sintetizzano principalmente le 
prostacicline; il muscolo cardiaco produce PGI,, PGE, 
e PGE, in quantità più o meno uguali. Nel resto di 
questo paragrafo studieremo le vie ciclica e lineare 
del metabolismo dell’arachidonato. 


B. La via ciclica del metabolismo 
dell’arachidonato: prostaglandine, 
prostacicline e tromboxani 


La prima tappa della via ciclica del metaboli- 
smo dell’acido arachidonico è catalizzata dalla pro- 
staglandina endoperossido sintasi (Fig. 23.58). 
Questo enzima contiene due attività catalitiche: una 
di cicloossigenasi e una di idroperossidasi. La prima 
catalizza l’aggiunta di due molecole di O; all’acido 
arachidonico, generando PGG:. La seconda media 


-. 
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Figura 23.58 Le reazioni catalizzate dalla prostaglandina endoperos- 
sido sintasi. L'enzima, che è inibito dall’aspirina, esibisce due attività: 
una di cicloossigenasi e una di idroperossidasi dipendente dal gluta- 
tione. 


una reazione diper ‘ente dal glutatione che converte 
l’idroperossido di PGG, in un gruppo OH (PGH>). 
PGH. è il precursore immediato di tutte le prosta- 
glandine di serie 2, le prostacicline e i tromboxani 
(Fig. 23.57). 

Il destino di PGH,; dipende dalle attività relative 
degli enzimi che catalizzano le interconversioni spe- 
cifiche (Fig. 23.57). Le piastrine contengono trom- 
boxano sintasi, che media la formazione di trom- 
boxano A2 (TxA:), un vasocostrittore nonché sti- 
molatore dell’aggregazione delle piastrine (una delle 
tappe iniziali del processo di coagulazione del san- 
gue; paragrafo 34.1). Le cellule endoteliali vascolari 
contengono prostaciclina sintasi, che catalizza la 
sintesi di prostaciclina I, (PGI), un vasodilatatore 
nonché inibitore dell’aggregazione piastrinica. Que- 
ste due sostanze hanno azioni opposte, mantenendo 
così l’equilibrio nel sistema cardiovascolare. 

I farmaci antiinfiammatori non steroidei (Figg. 23.59 
e 23.60) inibiscono la sintesi di prostaglandine, pro- 
stacicline e tromboxani inibendo o inattivando l’atti- 
vità ciclossigenasica della prostaglandina endoperos- 
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COOH È Ho— Pa 
O—-C—-CHg Ser 
+ 
Aspirina Endoperossido 
(acido acetilsalicilico) sintasi 
(attiva) 


COOH Il 
CH3-C—0— CH, 
OH . | 
+ È 
Acido Endoperossido 
salicilico sintasi 
(inattiva) 


Figura 23.59 L'aspirina determina l’acetilazione di un residuo Ser della 
prostaglandina endoperossido sintasi, bloccando così l’attività cicloos- 
sigenasica dell'enzima. 


sido sintasi. L’aspirina (acido acetilsalicilico), per 
esempio, acetila questo enzima: se dell’acido 
[®4C-acetil-acetilsalicilico viene incubato con l’enzi- 
ma, la radioattività si associa irreversibilmente con 
l’enzima inattivo (Fig. 23.59). Si ritiene che altri far- 
maci antiinfiammatori non steroidei funzionino o 
tramite competizione con l’acido arachidonico per 
il sito attivo dell'enzima, o tramite l’assunzione di 
una conformazione che assomigli al radicale peros- 
sido proposto come intermedio della reazione (Fig. 
23.58). 

È stato descritto che basse dosi di aspirina, diciamo 
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una compressa ogni due giorni, riducono in modo 
significativo l'incidenza a lungo termine di attacchi 
cardiaci e colpi apoplettici. Dosi così basse inibiscono 
selettivamente l’aggregazione piastrinica e, di conse- 
guenza, la formazione di coaguli dato che queste cel- 
lule non nucleate non sono in grado di risintetizzare 
i loro enzimi una volta che essi siano stati inattivati 
come sono invece in grado di fare la maggior parte 
degli altri tessuti. 


C. La via lineare del metabolismo 
dell’arachidonato: i leucotrieni 


[1037]I leucotrieni vengono sintetizzati tanto da nu- 
merose cellule ematiche della serie bianca, dai ma- 
stociti (cellule connettivali derivate dal tessuto emo- 
poietico che secernono sostanze che mediano rea- 
zioni infiammatorie e allergiche) quanto da polmo- 
ni, milza, cervello e cuore. I peptidoleucotrieni 
sono ora riconosciuti come componenti delle sostan- 
ze a reazione lenta dell’anafilassi (SRS-A; l’a- 
nafilassi è una reazione allergica violenta e poten- 
zialmente fatale) liberate dal polmone sensibilizzato 
dopo una immunizzazione. Queste sostanze funzio- 
nano a concentrazioni molto basse (fino a 107!°%m) 
facendo contrarre la muscolatura liscia vascolare, re- 
spiratoria e intestinale. I peptidoleucotrieni, per 
esempio, sono — 10000 volte più potenti dell’istami- 
na, un noto agente scatenante le reazioni allergi- 
che. Nel sistema respiratorio essi inducono la bron- 
cocostrizione specialmente delle vie aeree più pic- 
cole, l'aumento della secrezione di muco e si ritiene 
che siano mediatori dell’asma. Essi risultano anche 
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non steroidei. H3C0 \ 
CHg H 3C, Via: 
i cH- cul _\- CH— COOH 
C=0 H3C 
Ibuprofen 
cl 
Indometacina OH 
CHy i) 


CaHo 


CH— COOH N 
H3C0° 


Naproxen 


Fenilbutazone 


Il metabolismo lipidico 759 


© 88-08-10538-5 


coinvolti nelle reazioni di ipersensibilità immediata 
(allergiche), nelle reazioni infiammatorie e negli at- 
tacchi cardiaci. 

La prima reazione della conversione dell’arachi- 
donato nei leucotrieni è l’ossidazione catalizzata dalla 
lipossigenasi in corrispondenza delle posizioni 5, 
12 o 15 con generazione di acidi idroperossieico- 
satetraenoici (HPETE, Fig. 23.56), delle sostanze 
che, di per sé, non sono mediatori fisiologici. Si ri- 
tiene che la reazione consista nell’asportazione di 
un atomo di idrogeno da una unità di 1,4-pentadiene 
seguita dall’aggiunta di un O: e quindi dalla riag- 
giunta dell’atomo di idrogeno (Fig. 23.61). Tipi di 
cellule diversi contengono lipossigenasi con specifi- 
cità caratteristiche. 

5-HPETE, il prodotto dell’ossidazione dell’acido ara- 
chidonico catalizzato dalla 5-lipossigenasi (Fig. 
23.56), viene convertito in peptidoleucotrieni mediante 
la formazione per prima cosa di un epossido instabi- 
le, il leucotriene A, (LTA,, Fig. 23.62; il numero in 
pedice indica tanto il numero di doppi legami carbo- 
nio-carbonio nella molecola quanto la serie a cui ap- 
partiene il leucotriene). La glutatione-S-transferasi 
catalizza quindi l'aggiunta del gruppo sulfidrilico del 
glutatione all’epossido, generando il primo dei pepti- 
doleucotrieni, il leucotriene C4 (LTC;). La y-glu- 
tammil transferasi rimuove l’acido glutammico, con- 
vertendo LTC, nel leucotriene Di (LTD;). LTD, vie- 
ne convertito nel leucotriene Ej (LTE)) ad opera di 
una dispeptidasi che rimuove la glicina. LTA, può 
anche essere convertito nel leucotriene B4 (LTB), 
un potente agente chemiotattico (una sostanza che at- 
trae le cellule in grado di muoversi) coinvolto nell’at- 
trazione di alcuni tipi di globuli bianchi ai fini di di- 
fesa dalle infezioni. 


Un’alimentazione ricca di lipidi marini 
può diminuire i livelli di colesterolo, 
prostaglandine e leucotrieni 


Gli Eschimesi della Groenlandia mostrano una 
incidenza molto bassa di malattie coronariche e di 
trombosi nonostante la loro abbondante introduzio- 
ne di colesterolo e di grassi con l’alimentazione. La 
loro dieta a base di animali marini li fornisce di una 
proporzione di grassi insaturi superiore a quella del- 
la tipica dieta americana. Il principale componente 
insaturo dei lipidi marini è l’acido 5,8,11,14,17-eico- 
sapentaenoico (EPA; Fig. 23.54), un acido grasso w-3, 
invece del precursore dell’acido arachidonico, acido 
linoleico, un acido grasso w-6. EPA inibisce la forma- 
zione di TxA, (Fig. 23.57) ed è un precursore dei 
leucotrieni di serie 5, dei composti con attività fi- 


Figura 23.61 L'ossidazione dell’arachidonato catalizzata dalla lipoos- 
sigenasi (Fig. 23.56) comprende l‘allontanamento di un idrogeno da 
una unità di 1,4-pentadiene, l'aggiunta di un O, e la riaggiunta del- 
l'atomo di idrogeno. 


siologiche sostanzialmente più basse dei corrispon- 
denti derivati dell’arachidonato (serie 4). Questo sug- 
gerisce che una dieta che contenga lipidi marini do- 
vrebbe diminuire il grado della risposta infiammato- 
ria mediata da prostaglandine e leucotrieni. Un ar- 
ricchimento alimentare di EPA, infatti, inibisce in 
vitro l’attività chemiotattica ed aggregante dei neu- 
trofili (un tipo di globuli bianchi). Inoltre, una dieta 
ricca di EPA diminuisce i livelli plasmatici di coleste- 
rolo e triacilgliceroli in pazienti ipertriacilglicerole- 
mici. 

Questi sono momenti eccitanti per lo studio del me- 
tabolismo dell’arachidonato e delle sue manifestazio- 
ni fisiologiche. Con la sempre maggiore comprensio- 
ne dei meccanismi d’azione di prostaglandine, pro- 
stacicline, tromboxani e leucotrieni, si acquisiscono 
anche le informazioni necessarie per lo sviluppo di 
agenti terapeutici nuovi e migliori. 


8. IL METABOLISMO 
DI FOSFOLIPIDI E GLICOLIPIDI 


I «lipidi complessi» sono molecole anfipatiche a 
due code composte da 1,2-diacil-sn-glicerolo o da 
N-acilsfingosina (ceramide) legate a una testa costi- 
tuita da un gruppo polare che è o un carboidrato o 
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Figura 23.62 La formazione dei leucotrieni a partire da 5-HPETE attra- 
verso l’epossido instabile leucotriene A. 


un estere fosfato (Fig. 23.63; paragrafi 11.C e 11.D; 
sn sta per numerazione stereospecifica, che assegna 
la posizione 1 al gruppo che occupa la posizione pro- 
S di un centro prochirale). Ci sono quindi due cate- 
gorie di fosfolipidi, i glicerofosfolipidi e gli sfin- 
gofosfolipidi, e due categorie di glicolipidi, i glice- 
roglicolipidi e gli sfingoglicolipidi. In questo pa- 
ragrafo descriveremo la biosintesi dei lipidi complessi 
a partire dai loro componenti più semplici. Vedremo 
come la grande varietà di queste sostanze sia accom- 
pagnata dalla grande varietà di enzimi necessari per 
la loro sintesi specifica. Notate anche come queste 
sostanze siano sintetizzate nelle membrane, princi- 
palmente sulla faccia citoplasmatica del reticolo en- 


doplasmatico, e siano da qui trasportate alle loro de- I 


Nos 


stinazioni cellulari finali come è indicato nel para- 
grafo 11.3F. 


comuni della testa, X, è mostrata nelia Tabella 11.2. 
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Figura 23.64 La biosintesi di fosfatidiletanolammina e fosfatidilcolina 
coinvolge CDP-etanolammina e CDP-colina. 


[1040] I glicerofosfolipidi mostrano un’asimmetria si- 
gnificativa nei loro gruppi acilici grassi legati a C(1) 
e a C(2): i sostituenti di C(1) sono principalmente aci- 
di grassi saturi mentre quelli di C(2) sono in com- 
plesso acidi grassi insaturi. Prenderemo in esame le 
vie principali della biosintesi e del metabolismo dei 
glicerofosfolipidi con un occhio rivolto alla compren- 
sione dell’origine di questa asimmetria. 


La biosintesi dei diacilglicerofosfolipidi 


Il precursore del triacilglicerolo 1,2-diacil-sn- 
glicerolo è anche il precursore di certi glicerofosfolipi- 
di (Fig. 23.63). Gli ‘steri fosfato attivati dei gruppi 
della testa polare (Tabella 11.2) reagiscono con il grup- 
po C(3)-OH dell’1,2-diacil-sn-glicerolo formando il le- 
game fosfodiestere dei fosfolipidi. Il meccanismo di 
formazione dell’estere fosfato attivato è lo stesso per 
entrambi i gruppi polari della testa etanolammina 
e colina (Fig. 23.64): 


1. Per prima cosa l’ATP fosforila il gruppo OH della 
colina o dell’etanolammina. 

2. Il gruppo fosforilico delle risultanti fosfoetano- 
lammina e fosfocolina attacca quindi CTP, so- 
stituendo PP; in modo da formare i corrisponden- 
ti derivati di CDP, che sono esteri fosfato attivati 
del gruppo della testa polare. 

3. Infine, il gruppo C(3)-OH dell’1,2-diacil-sn-glicerolo 
attacca il gruppo fosforilico di CDP-etanolammina 
o CDP-colina attivata, spostando CMP in modo da 
generare il glicerofosfolipide corrispondente. 


Il fegato converte anche la fosfatidiletanolammina in 
fosfatidilcolina tramite la trimetilazione del suo grup- 
po amminico, utilizzando S-adenosilmetionina (pa- 
ragrafo 24.3E) come donatore di metili. 

La fosfatidilserina viene sintetizzata a partire dalla 
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Figura 23.65 La sintesi di fosfatidilserina a partire da fosfatidi- 
letanolammina procede attraverso una reazione di scambio 
del gruppo della testa. 
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fosfatidiletanolammina mediante una reazione di 
scambio del gruppo della testa catalizzata dalla fo- 
sfatidildietanolammina: serina transferasi, in cui 
il gruppo OH della serina attacca il gruppo fosforili- 
co del donatore (Fig. 23.65). Il gruppo originale della 
testa viene quindi eliminato formando fosfatidilserina. 

Nella sintesi di fosfatidilinositolo e di fosfatidil- 
glicerolo viene attivata la coda idrofobica invece che 
il gruppo polare della testa. L’acido fosfatidico, il pre- 
cursore dell’1,2-diacil-sn-glicerolo (Fig. 23.32), attac- 


sn-glicerolo-3-fosfato Tnositolo 
CMP 


Fosfatidilinositolo 


TOO 
THOH 
Figura 23.66 La biosintesi di CH,0H 
fosfatidilinositolo e di fosfati- Fosfatidilglicerolo 


dilglicerolo coinvolge come in- 
termedio CDP-diacilglicerolo. 


È 
È 
i 
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i 
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Fosfatidilglicerolo 


Figura 23.67 La formazione della cardiolipina. 


ca il gruppo a-fosforilico di CTP formando 
CDP-diacilglicerolo attivato e PP; (Fig. 23.66). Il fo- 
sfatidilinositolo deriva dall’attacco dell’inositolo sul 
CDP-diacilglicerolo. Il fosfatidilglicerolo si forma in 
due reazioni: (1) attacco del gruppo C(1)-OH del- 
l’sn-glicerolo-3-fosfato sul CDP-diacilglicerolo che ge- 
nera fosfatidilglicerolo fosfato e (2) idrolisi del 
gruppo fosforilico che genera fosfatidilglicerolo. 

La cardiolipina, un importante fosfolipide isolato 
per la prima volta dal tessuto cardiaco, viene sinte- 
tizzata a partire da due molecole di fosfatidilglicero- 
lo (Fig. 23.67). La reazione avviene tramite l’attacco 
del gruppo C(1)-OH di una delle molecole di fosfati- 
dilglicerolo sul gruppo fosforilico dell’altra, con so- 
stituzione di una molecola di glicerolo. 

Gli enzimi che sintetizzano l’acido fosfatidico han- 
no una generale preferenza per gli acidi grassi satu- 
ri in corrispondenza di C(1) e per gli acidi grassi in- 
saturi in corrispondenza di C(2). Questa generica pre- 
ferenza, però, non può rendere conto, per esempio, 
dell’osservazione che — 80% del fosfatidilinositolo del 
cervello ha un gruppo stearilico (18:0) in corrispon- 
denza di C(1) e un gruppo arachidonilico (20:4) in 
corrispondenza di C(2) e che — 40% della fosfatidilco- 
lina dei polmoni presenta gruppi palmitoilici (16:0) 
in corrispondenza di entrambe le posizioni (quest’ul- 
tima sostanza è il principale componente del surfat- 
tante che impedisce il collasso dell’alveolo quando 
l’aria viene espirata; la sua carenza è la causa della 
sindrome di insufficienza respiratoria dei neo- 
nati prematuri). William Lands ha dimostrato che 
questa specificità della catena laterale deriva dall’a- 
zione di «rimodellamento» in cui gruppi acilici specifi- 
ci di singoli glicerofosfolipidi vengono scambiati ad 
opera di fosfolipasi specifiche e di aciltransferasi. 


I Il 
CHy—0—P_OCH:CHCH3—10—P_0—CHy 


OH (0) 


Cardiolipina 


La biosintesi dei plasmalogeni 
e degli alchilacilglicerofosfolipidi 


Le membrane delle cellule eucariotiche conten- 
gono quantità significative di altri due tipi di glice- 
rofosfolipidi: 


1. I plasmalogeni, che contengono una catena idro- 
carburica legata al C(1) del glicerolo tramite un 
legame vinile-etere. 

2. Gli alchilacilglicerofosfolipidi, in cui il sostituen- 
te alchile in corrispondenza di C(1) del glicerolo 


x 


è attaccato tramite un legame etere. 


o) CH,-0—CH=CH—R;- 
R,—C—0— CH o) 
CH-0—P-0—x 
de 


Un alchilacil 
glicerofosfolipide 


Circa il 20% dei glicerofosfolipidi dei mammiferi è 
rappresentato da plasmalogeni. La percentuale esat- 
ta varia sia da specie a specie che da tessuto a tessuto 
di un dato organismo. Mentre i plasmalogeni rap- 
presentano solo lo 0,8% dei fosfolipidi del fegato uma- 
no costituiscono invece il 23% di quelli del tessuto 
nervoso dell’uomo. Gli alchilacilglicerofosfolipidi so- 
no meno abbondanti dei plasmalogeni; il 59%, per 
esempio, degli etanolamminaglicerofosfolipidi del 
cuore umano è rappresentato da plasmalogeni, men- 
tre solo il 3,6% da alchilacilglicerofosfolipidi. Negli 
eritrociti bovini, invece, il 75% degli etanolammina- 
glicerofosfolipidi sono del tipo alchilacilico. 
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Figura 23.69 La sintesi della sfingomielina a partire da Da 
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Sfingomielina 
Figura 23.70 Una rappresentazione mediante diagrammi delle princi- Cerebrosidi 
pali classi di sfingolipidi. La struttura dei gangliosidi è mostrata in > ; 
maggiore dettaglio nella Fig. 11.7. da Glucocerebroside 
Galattocerebroside 


membrane delle cellule nervose. La molecola viene 
sintetizzata a partire da N-acilsfingosina e CDP-colina Solfatide 
(Fig. 23.69). Una via alternativa della sintesi della sfin- 
gomielina procede attraverso la donazione del grup- 
po fosfocolinico della fosfatidilcolina alla N- 


acilsfingosina. Globosidi 


Figura 23.68 La biosintesi di etanolammina-plasmalogeno attraverso 
una via in cui 1-alchil-2-acil-sn-glicerolfosfoetanolammina è un inter- 
medio. Gli enzimi che partecipano sono: (1) sconosciuto; (2) 1-alchil- 
sn-glicerolo-3-fosfato deidrogenasi; (3) acil-CoA: 1-alchil-sn-glicero- 
lo-3-fosfato acil transferasi; (4) 1-alchil-2-acil-sn-glicerolo-3-fosfato fo- 
sfatasi; (5) CDP-etanolammina: 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolam- 
mina transferasi e (6) 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolammina de- 
saturasi. 


La via che porta alla formazione degli etanolammi- 
naplasmalogeni ed alchilacilglicerofosfolipidi coinvol 
ge numerose reazioni (Fig. 23.68): 


1. Lo scambio del gruppo acilico dell’1-acile- 
diidrossiacetone fosfato con un alcol. 

2. La riduzione del chetone a 1-alchil-sn-glicero- 
lo-3-fosfato. 

3. La acilazione del risultante gruppo C(2}--OH da par- 
te dell’acil-CoA. 

4. L’idrolisi del gruppo fosforilico che dà origine a 
un alchilacilglicerolo. 

5. L’attacco da parte del nuovo gruppo OH dell’al- 
chilacilglicerolo su di un CDP-etanolammina che 
genera 1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolam- 
mina. 

6. L’introduzione di un doppio legame nel gruppo 


Etanolammina plasmalogeno 


alchilico che genera il plasmalogeno ad opera di . . 


una desaturasi che presenta gli stessi requisiti per 
i cofattori delle desaturasi degli acidi grassi (para- 
grafo 23.AE). 


Ricordate che la relazione precursore-prodotto tra al- 
chilacilglicerofosfolipidi e plasmalogeni è stata dimo- 
strata mediante studi che hanno utilizzato [!*Cleta- 
nolammina (paragrafo 15.3B). 


B. Gli sfingofosfolipidi 


Solo uno dei fosfolipidi principali contiene ce- 
ramide (N-acilsfingosina) come coda idrofobica: la 


‘ sfingomielina (N-acilsfingosina fosfocolina; pa- 


ragrafo 11.D), un importante lipide strutturale delle 


I gruppi acilici prevalenti della sfingomielina sono 
i gruppi palmitoilico (16:0) e stearilico (18:0). Gli aci- 
di grassi a catena più lunga come l’acido nervonico 
(24:1) e l’acido behenico (22:0) si trovano nelle sfin- 
gomieline con minore frequenza. 


C. Gli sfingoglicolipidi 


La maggior parte degli sfingolipidi sono sfin- 
goglicolipidi; i gruppi della loro testa polare, cioè, 
sono rappresentati da unità di carboidrati (paragrafo 
11.1D). Le classi principali di sfingoglicolipidi, come 
è indicato nella Fig. 23.70, sono i cerebrosidi (cera- 
midi monosaccaridi), i sulfatidi (ceramidi monosac- 
caridi solfati), i globosidi (ceramidi oligosaccaridi 
neutri) e i gangliosidi (ceramidi oligosaccaridi aci- 
di, contenenti acido sialico). L'unità di carboidrato 
è attaccata con legame glicosidico alla N-acilsfingosina 
in corrispondenza del suo gruppo C(1)-OH (Fig. 23.63). 
Nei paragrafi seguenti discuteremo della biosintesi 
e della demolizione della N-acilsfingosina e degli sfin- 
Soglicolipidi e prenderemo in considerazione le pa- 
tologie determinate da deficienze degli enzimi che 
degradano questi composti. 
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Go 


Gmi 
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La biosintesi del ceramide (N-acilsfingosina) 


La biosintesi della N-acilsfingosina procede at- 
traverso quattro reazioni a partire dai precursori 
palmitoil-CoA e serina (Fig. 23.71): 


1. La 3-chetosfinganina sintasi, un enzima dipen- 
dente dal piridossal fosfato, catalizza la condensa- 
zione del palmitoil-CoA con la serina generando 
3-chetosfinganina (le reazioni dipendenti dal pi- 
ridossal fosfato sono discusse nel paragrafo 24.1A). 

2. La 3-chetosfinganina reduttasi catalizza la ri 
duzione dipendente da NADPH del gruppo che- 
tonico della 3-chetosfinganina generando così sfin- 
ganina (diidrosfingosina). 

3. La diidroceramide si forma per trasferimento 
di un gruppo acilico da un acil-CoA al gruppo 
2-amminico della sfinganina con formazione di 
un legame amidico. 

4. La diidroceramide reduttasi converte la diidro- 
ceramide in ceramide mediante una reazione di 
ossidazione dipendente da FAD. 


La biosintesi dei cerebrosidi 


Galattocerebroside (1-B-galattoceramide) e 
glucocerebroside (1-8-glucoceramide) sono i due 
cerebrosidi più comuni. Il termine cerebroside, in- 
fatti, viene spesso usato come sinonimo di galattoce- 
rebroside. Entrambi vengono sintetizzati a partire 
dal ceramide mediante l’aggiunta di una unità glico- 
sile derivata dal corrispondente UDP-esosio (Fig. 
23.72). Il galattocerebroside è un componente comu- 
ne dei lipidi del cervello. Il glucocerebroside, anche 
se relativamente non comune, è il precursore di glo- 
bosidi e gangliosidi. 


La biosintesi dei solfatidi 


[047]I solfatidi (galattocerebroside-3-solfato) rappre- 
sentano il 15% della materia bianca del cervello. Essi 
si formano grazie al trasferimento di un gruppo sol 
fato «attivato» dalla 3’-fosfoadenosina-5'-fosfosol- 
fato (PAPS) al gruppo C(3)-OH del galattosio del ga- 
lattocerebroside (Fig. 23.73). 


La biosintesi di globosidi e gangliosidi 


La biosintesi sia dei globosidi (ceramidi oligo- 
saccaridi neutri) che dei gangliosidi (ceramidi oligo- 
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Figura 23.72 La biosintesi dei cerebrosidi. 


Figura 23.73 La biosintesi dei solfatidi. 
v 
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saccaridi acidi, contenenti acido sialico) è catalizzata 
da una serie di glicosil transferasi. Mentre le rea- 
zioni sono chimicamente simili, ciascuna viene cata- 
lizzata da un enzima specifico. Le vie iniziano con 
il trasferimento di una unità galattosile dall’UDP-Gal 
al glucocerebroside con formazione di un legame 
B(1 — 4) (Fig. 23.74). Poiché questo legame è lo stes- 
so che lega glucosio e galattosio nel lattosio, questo 
glicolipide viene spesso chiamato lattosil ceramide. 
Il lattosil ceramide è il precursore sia dei globosidi 
che dei gangliosidi. Per formare un globoside vengo- 
no aggiunti sequenzialmente al lattosil ceramide una 
unità di galattosile e una di N-acetil galattosile deri- 
vate da UDP-Gal e da UDP-GalNAc, rispettivamente. 
I gangliosidi si formano grazie all’aggiunta di acido 
N-acetilmeuramminico (NANA, acido sialico) 


Acido N-acetilneuramminico 
(NANA, acido sialico) 


derivato da CMP-NANA al lattosil ceramide in corri- 
spondenza del collegamento a(2 —> 3), dando ori- 
gine a Gw3. L’aggiunta in sequenza a Gy3 di unità 
di N-acetilgalattosammina e di galattosio derivate da 
ai e da UDP-Gal genera i gangliosidi Gm 
e Gui 


o H H Se 
H H (0) 
CH_-C=C— —_ 
—203PO OH RO] ea 
3'-fosfoadenosina-5'- 3’-fosfoadenosina-5’- RE iù 
fosfato fosfosolfato (PAPS) 
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H OH 
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Figura 23.74 La biosintesi di globosidi e gangliosidi. 


La degradazione degli sfingolipidi 
e le malattie da accumulo di lipidi 


Gli sfingolipidi vengono degradati nei lisosomi 
grazie a una serie di reazioni idrolitiche mediate da 
enzimi (Fig. 23.75). L’assenza ereditaria di uno di que- 
sti enzimi determina una malattia da accumulo di 
sfingolipidi (Tabella 23.2). La forma morbosa più 
comune è rappresentata dalla malattia di Tay- 
Sachs, un deficit autosomico recessivo di esosam- 
minidasi A, che idrolizza la N-acetilgalattosammina 
derivata dal ganglioside Gw2. L’assenza di attività da 
parte della esosamminidasi A ha come risultato l’ac- 
cumulo nei neuroni di Gm sotto forma di inclusioni 
simili a conchiglie (Fig. 23.76). 

Anche se i neonati affetti dalla malattia di Tay-Sachs 
sembrano inizialmente normali, a circa 1 anno di età, 
quando ormai è stata accumulata una quantità di 
Gm: sufficiente a interferire con la funzionalità dei 
neuroni, cominciano ad indebolirsi, mostrando segni 
di ritardo mentale e cecità che aumentano progressi- 
vamente fino all’età di 3 anni, quando di solito muoio- 
no. È possibile, però, identificare i potenziali porta- 
tori di questa malattia mediante un semplice esame 


sul siero. È anche possibile identificare la malattia 
in utero mediante esame del liquido o delle cellule 
amniotiche prelevate mediante amniocentesi. Il test 
richiede l’impiego di un substrato artificiale dell’eso- 
samminidasi, la 4-metillumbelliferil-8-D-N-acetil- 
glucosammina, che in seguito a idrolisi genera un 
prodotto fluorescente. 


Il 
NH—C—CHy 


4-metilumbelliferil-8-D-N- 
acetilglucosammina 


H,0 
Esosamminidasi 
GleNAc 
HO O__0 
2 
CHg 


4-metilumbelliferone 
(fluorescente in terreno alcalino) 
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Figura 23.75 La demolizione degli sfingolipidi 
da parte degli enzimi lisosomiali. Le malattie ge- 
netiche determinate dalla carenza dell’enzima cor- 
rispondente sono indicate in rosso. 
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< Figura 23.76 Corpo membranoso citoplasmatico in un neurone affet- 
to dalla malattia di Tay-Sachs. (Per gentile concessione di john S. 
O'Brien, University. of California at San Diego Medical School.) 


Poiché questo substrato è riconosciuto anche dalla 
esosamminidasi B, che non è alterata nella malat- 
tia di Tay-Sachs, la esosamminidasi B, che è più ter- 
molabile della esosamminidasi A, viene prima inatti- 
vata. Le tragiche conseguenze di questo deficit enzi- 
matico genetico sono evitate dall’analisi di massa della 
popolazione. Le altre malattie da accumulo degli sfin- 
golipidi, anche se meno comuni, hanno conseguenze 
simili (Tabella 23.2). 
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Malattia 


Gm gangliosidosi 


Malattia di Tay -Sachs 


Deficienza 
enzimatica 


GwB-galattosidasi 


Esosamminidasi A 


Principale 
sostanza 
accumulata 


+ —=eeee====“=““«=<=<“ “/“/ << <<z—z—r— 


Ganglioside Gi 


Ganglioside Gm 
Triesosilceramide 


Sintomi principali 


Ritardo mentale, ingrossamento del fegato, 
coinvolgimento dello scheletro, morte all’età di 2 anni 

Ritardo mentale, cecità, morte all’età di 3 anni 

Rash cutaneo, insufficienza renale, dolore agli arti 


Malattia di Fabry a-galattosidasi A 


Malattia di Sandhoff Esosamminidasi A 


Malattia di Gaucher Glucocerebrosidasi 


Malattia di Niemann-  Sfingomielinasi 
Pick 

Lipogranulomatosi di 
Farber 

Malattia di Krabbe 

Lipidosi solfatidica 


Ceramidasi Ceramide 
Galattocerebrosidasi 


Arilsolfatasi A Solfatide 


Ganglioside Gy 
Glucocerebroside 


Sfingomielina 


Galattocerebroside 


inferiori 

Simili alla malattia di Tay-Sachs, ma con più rapida 
progressione 

Ingrossamento di fegato e milza, erosione delle ossa 
lunghe, ritardo mentale solo nella forma infantile 

Ingrossamento di fegato e milza, ritardo mentale 


Dolori e progressiva deformità articolare, noduli cutanei, 
morte in pochi anni 

Perdita di mielina, ritardo mentale, morte all’età di 2 anni 

Ritardo mentale, morte nei primi dieci anni 
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[1050]1 triacilgliceroli, il sistema di accumulo dell’e- 
nergia metabolica negli animali, forniscono fino a sei 
volte l’energia metabolica di una pari quantità di gli- 
cogeno idratato. I lipidi alimentari vengono digeriti 
a livello dell’interfaccia lipidi-acqua ad opera di enzi- 
mi digestivi pancreatici quali la lipasi e la fosfolipasi 
A; che sono attivi in corrispondenza dell’interfaccia 
lipidi-acqua delle emulsioni stabilizzate dagli acidi bi- 
liari. Anche gli acidi biliari sono essenziali per l’as- 
sorbimento intestinale dei lipidi alimentari. I triacil- 
gliceroli alimentari e quelli sintetizzati dal fegato ven- 
gono trasportati nel sangue rispettivamente sotto for 
ma di chilomicroni e VLDL. I triacilgliceroli presenti 
in queste lipoproteine vengono idrolizzati dalla lipasi 
lipoproteica all’esterno delle cellule, in cui entrano sot- 
to forma di acidi grassi liberi. Gli acidi grassi che 
derivano dall’idrolisi dei triacilgliceroli del tessuto adi- 
poso ad opera della lipasi ormone-sensibile vengono 
trasportati nel sangue sotto forma di complessi albu- 
mina-acidi grassi. 

Prima di essere ossidati, gli acidi grassi sono con- 
vertiti nei loro derivati acil-CoA ad opera della acil- 
CoA sintetasi con un processo che richiede ATP, sono 
trasportati nei mitocondri come esteri della carnitina 


e sono riconvertiti ad acil-CoA all’interno della matri 
ce mitocondriale. La B-ossidazione degli acil-CoA grassi 
procede a due atomi di carbonio alla volta in modo 
da convertire completamente gli acil-CoA grassi a ca- 
tena pari in acetil-CoA. La via coinvolge la deidroge- 
nazione dipendente da FAD di un gruppo alchilico, 
l’idratazione del doppio legame risultante, l’ossida- 
zione dipendente da NAD* di questo alcol in cheto- 
ne, e il taglio del legame C—C che genera acetil-CoA. 
e un nuovo acil-CoA grasso con due atomi di carbonio 
in meno. Il processo quindi si ripete. L’ossidazione 
completa di acetil-CoA, NADH e FADH, è raggiunta 
tramite il ciclo dell’acido citrico e la fosforilazione 0s- 
sidativa. Anche l’ossidazione degli acidi grassi insa- 
turi e degli acidi grassi a catena dispari procede tra- 
mite la B-ossidazione ma richiede la partecipazione 
di ulteriori enzimi. L’ossidazione degli acidi grassi a 


catena dispari genera propionil-CoA, il cui ulteriore 
metabolismo ha bisogno della partecipazione di (1) 
propionil-CoA carbossilasi, che ha la biotina come: 
gruppo prostetico, (2) metilmalonil-CoA racemasi e (3) = 
metilmalonil-CoA mutasi, che contengono il coenzima 
B;3. La B-ossidazione degli acidi grassi oltre che net. 
mitocondri avviene nei perossisomi. La via dei peros-: 
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sisomi differisce da quella dei mitocondri per il fatto 
che il FADH; prodotto nella prima tappa viene diret- 
tamente ossidato da O; con produzione di H0., an- 
ziché generare ATP tramite la fosforilazione ossidati- 
va. Gli enzimi dei perossisomi sono specifici per gli 
acidi grassi a catena lunga e si ritiene che funzionino 
nel processo di accorciamento della catena. Le catene 
di lunghezza intermedia che ne risultano vengono tra- 
sferite ai mitocondri per essere completamente ossi- 
date. 

Una frazione significativa dell’acetil-CoA prodotto 
mediante ossidazione degli acidi grassi nel fegato vie- 
ne convertita in acetoacetato ed in D-8-idrossibutirrato 
che, assieme all’acetone sono classificati come corpi 
chetonici. I primi due composti funzionano come im- 
portanti carburanti nei tessuti periferici. 

La biosintesi degli acidi grassi differisce dall’ossi- 
dazione degli acidi grassi in parecchi modi. Mentre 
l’ossidazione degli acidi grassi avviene nei mitocondri 
utilizzando esteri degli acil-CoA grassi, la biosintesi 
degli acidi grassi avviene nel citosol con gli acidi gras- 
si in allungamento esterificati a una proteina di tra- 
sporto acilata (ACP). Sono diversi anche i coenzimi 
di ossidoriduzione (FAD e NAD+ per l’ossidazione; 
NADPH per la biosintesi) così come la stereochimica 
dei passaggi intermedi della via. L’ossidazione pro- 
duce acetil-CoA mentre il malonil-CoA è il precursore 
immediato nella biosintesi. L’acetil-CoA viene trasfe- 
rito dal mitocondrio al citosol come citrato tramite 
il sistema di trasporto del tricarbossilato e il taglio 
del citrato, un processo che genera anche una parte 
del NADPH necessario per la biosintesi. Negli anima- 
li, il palmitato è il prodotto primario della biosintesi 
degli acidi grassi. Gli acidi grassi a catena più lunga 
e gli acidi grassi insaturi vengono sintetizzati a par- 
tire dal palmitato mediante reazioni di allungamen- 
to e desaturazione. I triacilgliceroli sono sintetizzati 
a partire dagli esteri di acil-CoA grassi e glicero- 
lo-3-fosfato. 

Il metabolismo degli acidi grassi è regolato median- 
te il controllo allosterico della triacilglicerolo lipasi 
ormone-sensibile e della acetil-CoA carbossilasi, me- 
diante reazioni di fosforilazione/defosforilazione e/o 
mediante la modificazione del ritmo di sintesi e di 
demolizione delle proteine. Questa regolazione è me- 
diata dagli ormoni glucagone, adrenalina e noradre- 
nalina che attivano la degradazione, e insulina che 
attiva la biosintesi. Questi ormoni interagiscono nel 
controllo della concentrazione di cAMP che, a sua vol- 
ta, controlla il rapporto fosforilazione/defosforilazione. 

Il colesterolo è un costituente vitale delle membrane 
cellulari ed è il precursore degli ormoni steroidei e de- 
gli acidi biliari. La sua biosintesi, il trasporto e l’uti- 
lizzazione sono rigidamente controllati. Il colesterolo 
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viene sintetizzato nel fegato a partire dall’acetato at- 
traverso una via metabolica che comprende la for- 
mazione di HMG-CoA a partire da tre molecole di ace- 
tato seguita da riduzione, fosforilazione, decarbossi- 
lazione e deidratazione che genera le unità isopreni- 
che isopentenil pirofosfato e dimetilallil pirofosfato. 
Queste unità isopreniche vengono quindi condensate 
generando squalene che, a sua volta, va incontro a 
una reazione di ciclizzazione formando lanosterolo, 
lo sterolo precursore del colesterolo. Il punto di con- 
trollo principale della via è a livello della HMG-CoA 
reduttasi. Questo enzima è regolato da meccanismi 
allosterici e di competizione, da fosforilazione/defo- 
sforilazione, e dal controllo a lungo termine della ve- 
locità di sintesi e di degradazione dell’enzima stesso. 
Il fegato secerne nel sangue colesterolo in forma este- 
rificata come componente delle VLDL. Questo com- 
plesso viene in sequenza convertito a IDL e quindi a 
LDL. Le LDL, che vengono trasportate all’interno del- 
le cellule tramite endocitosi mediata da un recettore, 
trasportano ai tessuti periferici la frazione principa- 
le di colesterolo per il loro uso. Il colesterolo in eccesso 
viene riportato al fegato dai tessuti periferici ad ope- 
ra delle HDL. Il rifornimento di colesterolo alle cellule 
è controllato mediante tre meccanismi: (1) la regola- 
zione a breve e a lungo termine della HMG-COA re- 
duttasi; (2) il controllo della sintesi del recettore per 
le LDL da parte della concentrazione del colesterolo; 
e (3) la regolazione a lungo e a breve termine della 
acil-CoA: colesterolo acil transferasi (ACAT), che me- 
dia l’esterificazione del colesterolo. Il colesterolo è il 
precursore degli ormoni steroidei che sono classificati 
come progestinici, glucocorticoidi, mineralcorticoidi, an- 
drogeni ed estrogeni. La via quantitativamente più 
importante di escrezione del colesterolo nei mammi- 
feri è la formazione degli acidi biliari. 
Prostaglandine, prostacicline, tromboxani e leuco- 
trieni sono prodotti del metabolismo dell’arachidona- 
to. Questi composti estremamente instabili hanno pro- 
fondi effetti fisiologici a concentrazioni estremamen- 
te basse; sono coinvolti nella risposta infiammatoria, 
nella generazione di dolore e febbre, nella regolazione 
della pressione sanguigna e in molti importanti pro- 
cessi fisiologici. L’arachidonato viene sintetizzato dal- 
l’acido linoleico, un acido grasso essenziale, ed accu- 
mulato come fosfatidilinositolo e come altri fosfolipi- 
di. Prostaglandine, prostacicline e tromboxani sono 
sintetizzati attraverso la «via ciclica», i leucotrieni so- 
no sintetizzati attraverso la «via lineare». L’aspirina 
ed altri farmaci antiinfiammatori non steroidei ini- 
biscono la via ciclica ma non la via lineare. Peptido- 
leucotrieni sono stati identificati come «sostanze a rea- 
zione lenta dell’anafilassi» (SRS-A) rilasciate dal pol- 
mone sensibilizzato dopo immunizzazione. 
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I lipidi complessi hanno o un estere fosfato 0 
un carboidrato come gruppo polare della testa, e 
01,2-diacil-sn-glicerolo o ceramide (N-acilsfingosina) co- 
me coda idrofobica. I fosfolipidi sono o glicerofosfoli- 
pidi o sfingofosfolipidi, mentre i glicolipidi sono o gli- 
ceroglicolipidi o sfingoglicolipidi. I gruppi della testa 
polare dei glicerofosfolipidi, che sono esteri fosfato di 
etanolammina, serina, colina, inositolo o glicerolo, so- 
no attaccati al gruppo C(3)-OH dell’1,2-diacil-sn- 
glicerolo tramite reazioni transferasiche legate a CTP. 
Gli specifici acidi grassi a catena lunga che si trovano 
in corrispondenza delle posizioni C(1) e C(2) sono in- 
corporati tramite «reazioni di rimodellamento» dopo 
l’aggiunta del gruppo della testa polare. Plasmaloge- 
ni ed alchilacilglicerofosfolipidi contengono, rispetti- 
vamente, un gruppo alchilico a catena lunga con un 
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PROELEM\--_ sono Sl ia 


1. Il veleno di molti serpenti velenosi, compreso il ser- 
pente a sonagli, contiene una fosfolipasi A7 che de- 
termina un danno tissutale che è apparentemente as- 
solutamente sproporzionato alla piccola quantità di 
enzima iniettato. Date una spiegazione del fenomeno. 


2. Perché il fegato delle vittime della malattia del vo- 
mito giamaicano risulta di solito depleto di glicogeno? 


3. Paragonate l’efficienza metabolica, in moli di ATP 
prodotto per grammo, del grasso (tripalmitoil glice- 
rolo) completamente òssidato contro il glucosio deri- 
vato dal glicogeno. Assumete che il grasso sia anidro 
e che il glicogeno sia accumulato associato a una quan- 
tità di acqua pari a due volte il suo peso. 


4. Un animale a digiuno viene nutrito con acido palmi- 
tico che possiede un gruppo carbossilico radiomar- 
cato con 1*C. Avendo concesso un tempo sufficiente 
per la demolizione e la risintesi degli acidi grassi, 
quale potrebbe essere la distribuzione di !°C nei re- 
sidui di acido palmitico dell’animale? 

*5. Il ruolo del coenzima Bg nel mediare il trasferimen- 
to di idrogeno è stato stabilito utilizzando l’enzima 
batterico dipendente dal coenzima Bz dioldeidra- 
si, che catalizza la reazione: 


CH;—CH—CH-0H — CH=08 03508 
I ' È [ 
oH Ho Hd OH 


1,2-propanediolo perno l ger, patate fritte e gelato. Il suo sangue sembra «cre 
ia ma di pomodori» e all’analisi risulta ricchissimo ‘di 
o chilomicroni. Come medico, qual è la vostra diagno- 
CH;—CH,— CH si (la causa del dolore addominale non è chiara)? Quale 
trattamento prescrivereste per alleviare i sintomi di 
Propionaldeide questa malattia ereditaria? 
e TTT = TTT 


6. Qual è la resa in ATP derivante dall’ossidazione com- 
pleta di una molecola di (a) acido a-linolenico (acido 
9,12,15-octadecatrienoico, 18:3) e (b) di acido mar- 
garico (acido eptadecanoico, 17:0)? Quale presenta 
la maggior quantità di energia biologica disponibile 
per carbonio? 

L’enzima converte [1-3H2]1,2-propandiolo in 


[1,2-*H]propionaldeide con l’incorporazione di trizio 


in entrambe le posizioni C(5’) del residuo 5’-deossi- 
adenosile della 5‘-deossiadenosilcobalammina. Sugge- 
rite il meccanismo alla base di questa reazione. Quali 
* sarebbero i prodotti della reazione di dioldeidrasi se 
all’enzima fossero associati [5'-*H]deossiadenosilcoba- 
lammina e 1,2-propanediolo non marcato? 


7 


e quindi della sua risintesi? 


8. Qual è il prezzo energetico, in equivalenti di ATP,: 


della sintesi di colesterolo da acetil-CoA? 


9. Quale sarebbe la distribuzione della marcatura con 


14C nel colesterolo se esso fosse sintetizzato a parti- 
re da HMG-CoA marcato con !C (a) in corrisponden- 
za di C(5), il suo atomo di carbonio carbossilico, 0 


(b) in corrispondenza di C(1), il suo atomo di carbo-- 


nio tioestere? 


*10. Una bambina con forti dolori addominali viene rico- 
verata in ospedale dopo un pasto a base di hambur- 


Qual è il prezzo energetico, in equivalenti di ATP, . 
della demolizione dell’acido palmitico ad acetil-CoA' ‘ 
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B. La deamminazione ossidativa: la glutammato deidrogenasi 
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2. Il ciclo dell’urea 

A. Carbamil fosfato sintetasi: l'acquisizione del primo atomo di 
azoto dell’urea 

B. Ornitina transcarbamilasi 

C. Argininosuccinato sintetasi: l'acquisizione del secondo atomo 
di azoto dell’urea 

D. Argininosuccinasi 

E. Arginasi 

F. La regolazione del ciclo dell’urea 


3. La demolizione metabolica dei singoli amminoacidi 
A. Gli amminoacidi possono essere glucogenici, chetogenici o 
entrambi 
B. Alanina, cisteina, glicina, serina e treonina vengono degradati 
a piruvato 
C. Asparagina ed aspartato sono degradati a ossalacetato 
D. Arginina, glutammato, giutammina, istidina e prolina sono de- 
gradati a a-chetoglutarato 
E. Isoleucina, metionina e valina sono degradati a succinil-CoA 
F. Leucina e lisina vengono degradati ad acetoacetato e acetil-CoA 
G. Il triptofano viene degradato ad alanina e acetil-CoA 
H 


- Fenilalanina e tirosina sono degradati a fumarato e acetoacetato 


4. Gli amminoacidi come precursori biosintetici 
A. La biosintesi e la degradazione dell’eme 
B. La biosintesi di ammine fisiologicamente attive 
C. Il glutatione 
D. 1 cofattori tetraidrofolato: il metabolismo delle unità C4 


5. La biosintesi degli amminoacidi 
‘ A. La biosintesi degli amminoacidi non essenziali 
B. La biosintesi degli amminoacidi essenziali 


6. La fissazione dell'azoto 


LE ELI ET TTT 


SEE 


Il metabolismo 
degli amminoacidi 


Gli a-amminoacidi, in aggiunta al loro ruolo co- 
me unità monomeriche delle proteine, sono metaboli- 
ti energetici e precursori di molti composti contenenti 
azoto biologicamente importanti, nella fattispecie l’e- 
me, le ammine fisiologicamente attive, il glutatione, 
i nucleotidi e i coenzimi nucleotidici. Gli amminoacidi 
vengono classificati in due gruppi: essenziali e non 
essenziali. I mammiferi sintetizzano gli amminoa- 
cidi non essenziali a partire dai precursori metaboli- 
ci ma devono rifornirsi degli amminoacidi essenziali 
attraverso l’alimentazione. Gli amminoacidi in eccesso 
assunti con l’alimentazione non soro né accumulati 
per essere usati in futuro né escreti. Essi sono invece 
convertiti in intermedi metabolici comuni come pi- 
ruvato, ossalacetato ed a-chetoglutarato. Di conse- 
guenza, gli amminoacidi sono anche precursori di glu- 
cosio, acidi grassi e corpi chetonici e rappresentano 
quindi combustibili metabolici. 

In questo capitolo prenderemo in considerazione 
le vie di demolizione, sintesi ed utilizzazione degli 
amminoacidi. Inizieremo con l’esaminare i tre stadi 
comuni della demolizione degli amminoacidi: 


1. La deamminazione (rimozione del gruppo am- 
minico), in cui i gruppi amminici vengono con- 
vertiti in ammoniaca o nel sruppo amminico del- 
l’aspartato. 


2. L’incorporazione degli atomi di azoto di ammo- 


niaca e aspartato nell’urea ai fini dell’escrezione. 
3. La conversione degli scheletri carboniosi degli am- 

minoacidi (gli a-chetoacidi prodotti per deammi- 

nazione) a intermedi metabolici comuni. 


Molte di queste reazioni sono simili a quelle che ab- 
biamo preso in considerazione in altre vie metaboli- 
che. Altre utilizzano cofattori enzimatici che non ab- 
biamo incontrato in precedenza. Uno dei nostri sco- 
pi nello studio del metabolismo degli amminoacidi 
è di capire il meccanismo di azione di questi cofattori. 

Dopo aver discusso la demolizione degli amminoa- 
cidi esamineremo le vie attraverso cui gli amminoa- 
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cidi vengono utilizzati nella biosintesi dell’eme, del- 
‘ le ammine biologicamente attive e del glutatione (la 
sintesi dei nucleotidi e dei coenzimi nucleotidici è 
il soggetto del Capitolo 26). Studieremo poi le vie del- 
la biosintesi degli amminoacidi. Il capitolo finirà pren- 
dendo in considerazione la fissazione dell’azoto, un 
processo che converte l’N3 atmosferico in ammonia- 
ca ed è quindi l’estrema fonte di azoto biologicamen- 
te utile. 


1. LA DEAMMINAZIONE 
DEGLI AMMINOACIDI 


La prima reazione nella demolizione di un am- 
minoacido è quasi sempre la rimozione del suo grup- 
po a-amminico con il fine della secrezione dell’azoto 
in eccesso e della degradazione del rimanente schele- 
tro carbonioso. L’urea, il prodotto di escrezione azo- 
tato predominante negli animali terrestri, è sintetiz- 
zata a partire da ammoniaca e aspartato. Entrambe 
queste ultime due sostanze derivano principalmente 
dal glutammato, un prodotto della maggior parte del- 
le reazioni di deamminazione. In questo paragrafo 
prenderemo in esame le strade per cui i gruppi 
a-amminici vengono incorporati nel glutammato e 
quindi in ammoniaca e aspartato. Nel paragrafo 24.2 
discuteremo della biosintesi dell’urea a partire da que- 
sti precursori. 

La maggior parte degli amminoacidi sono deam- 
minati tramite transamminazione, il trasferimen- 
to del loro gruppo amminico ad un a-chetoacido che 
genera l’a-chetoacido dell’amminoacido originale e 
un nuovo amminoacido, in una reazione catalizzata 
da delle amminotransferasi (in alternativa, tran- 
samminasi). Il gruppo amminico accettore predo- 
minante è a-chetoglutarato, con produzione di glu- 
tammato come nuovo amminoacido: 


amminoacido + a-chetoglutarato = 
== a-chetoacido + glutammato 


Il gruppo amminico del glutammato, a sua volta, vie- 
ne trasferito su di un ossalacetato in una seconda rea- 
zione di transamminazione che genera aspartato: 


glutammato'+ ossalacetato == 
== a-chetoglutarato + aspartato 


La transamminazione, naturalmente, non ha come 
risultato alcuna deamminazione netta. La deammi- 
nazione avviene principalmente mediante la deam- 
minazione ossidativa del glutammato ad opera della 


glutammato deidrogenasi che genera ammonia- 
ca. La reazione richiede NAD* o NADP* come 
agenti ossidanti e rigenera a-chetoglutarato per Puti- 
lizzo in reazioni aggiuntive di transamminazione: 


glutammato + NAD(P)* +H20 == 
== a-chetoglutarato + NH3 + NAD(P)H 


Il meccanismo di transamminazione e la deammina- 
zione ossidativa sono i soggetti di questo paragrafo. 
Prenderemo anche in considerazione altri sistemi di 
rimozione del gruppo amminico da amminoacidi spe- 
cifici. 


A. La transamminazione 


1054] Le reazioni di amminotransferasi avvengono in 
due stadi: 


1. Il gruppo amminico di un amminoacido viene tra- 


sferito sull’enzima, producendo il chetoacido cor- 
rispondente e l’enzima amminato. 


amminoacido + enzima == 
== a-chetoacido + enzima-NH, 


2. Il gruppo amminico viene trasferito al chetoacido 
accettore (per es. a-chetoglutarato) producendo 
l’amminoacido (per es. glutammato) e rigeneran- 
do l’enzima. 


a-chetoglutarato + enzima—NH, == 


== enzima + glutammato 


Per poter trasportare il gruppo amminico, le ammi- 
notransferasi richiedono la partecipazione di piridos- 
sal-5'-fosfato (PLP), un derivato della piridossina 
(vitamina Bg; Fig. 24.1). Il gruppo amminico viene 
sistemato mediante la conversione di questo coenzima 
a piridossammina-5'-fosfato (PMP; Fig. 24.1). PLP 
viene attaccato covalentemente all’enzima tramite un 
collegamento di tipo base di Schiff (immina) formato 


dalla condensazione del suo gruppo aldeidico con il 


gruppo eamminico di un residuo Lys enzimatico. 


(CHo) 4 Enzima 


[1055] 1056] 
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Piridossammina-5’- 
fosfato (PMP) 


Figura 24.1 | coenzimi piridossal-5’-fosfato (PLP) e piridossammi- 
na-5’-fosfato (PMP) derivano dalla piridossina (vitamina Bg). 


Questa base di Schiff, che è coniugata all’anello piri- 
dinico del coenzima, è il centro dell’attività del coen- 
zima. Esmond Snell, Alexander Braunstein e David 
Metzler hanno dimostrato che la reazione della am- 
minotransferasi avviene tramite un meccanismo di 
«ping pong Bi Bi» i cui due stadi consistono di due 
fasi ciascuno (Fig. 24.2): 


Stadio uno: la conversione di un amminoacido 
a chetoacido 


1. Il gruppo amminico nucleofilico dell’amminoaci- 
do attacca l’atomo di carbonio dell’enzima—PLP 
base di Schiff in una reazione di transimmina- 
zione (trans-Schiffizzazione) che forma un 
amminoacido—PLP base di Schiff (aldimmina) con 
il concomitante rilascio del gruppo amminico di 
Lys dell’enzima. 

2. L’amminoacido—PLP base di Schiff tautomerizza 
ad un a-chetoacido—PMP base di Schiff mediante 
rimozione dell’idrogeno a dell’amminoacido e pro- 
tonazione dell’atomo C(4’) di PLP attraverso un 
intermedio carbanionico stabilizzato dalla risonan- 
za. Questa stabilizzazione da risonanza facilita il 
taglio del legame C.—H. 

3. L’a-chetoacido—PMP base di Schiff viene idroliz- 
zato a PMP e ad a-chetoacido. 


Stadio due: la conversione di un a-chetoacido 
ad amminoacido 


Per completare il ciclo catalitico dell’ammino- 
transferasi il coenzima deve essere convertito da PMP 
di nuovo nell’enzima-PLP base di Schiff. Questo coin- 
volge gli stessi tre passaggi di cui sopra, ma in ordi- 
ne inverso: 


3’.PMP reagisce con un a-chetoacido formando una 
base di Schiff. 

2'.L’a-chetoacido—-PMP base di Schiff tautomerizza 
formando un amminoacido—PLP base di Schiff. 

1’.Il gruppo eamminico di un residuo Lys attacca 
l’amminoacido—PLP base di Schiff in una reazio- 
ne di transimminazione che rigenera l’enzima 
attivo-PLP base di Schiff con liberazione di un am- 
minoacido di nuova formazione. 


La stechiometria complessiva della reazione è quindi 


amminoacido; + a-chetoacido, => 
== a-chetoacido, + amminoacido, 


L’esame della struttura dell’amminoacido—base di 
Schiff (Fig. 24.2, passaggio 1) rivela perché questo 
sistema è chiamato «delizia dello spacciatore di elet- 
troni». Il taglio di uno qualunque dei tre legami del- 
l’atomo Ca dell’amminoacido (chiamati a, b e c) pro- 
duce un carbanione C, stabilizzato dalla risonanza 
i cui elettroni sono delocalizzati per tutto il tratto che 
va fino all’atomo di azoto del piridinio protonato del 
coenzima; PLP, cioè, funziona come una «trappola» 
per elettroni. Per le reazioni di transamminazione 
questa capacità di sottrarre elettroni facilita la rimo- 
zione del protone a (taglio del legame a) nella tauto- 
merizzazione della base di Schiff. Le reazioni dipen- 
denti da PLP che coinvolgono il taglio del legame 
b (decarbossilazione dell’amminoacido) e la labiliz- 
zazione del legame c sono discusse rispettivamente 
nei paragrafi 24.4B, 24.3B e 24.3G rispettivamente. 

Le amminotransferasi differiscono nella loro speci- 
ficità per i substrati amminoacidici nel primo stadio 
della reazione di transamminazione generando i di- 
versi prodotti a-chetoacidi. La gran parte delle am- 
minotransferasi accetta solo a-chetoglutarato o (in mi- 
sura minore) ossalacetato come l’a-chetoacido substra- 
to nel secondo stadio della reazione generando glu- 
tammato o aspartato come i loro unici prodotti am- 
minoacidici. I gruppi amminici della maggior parte 
degli amminoacidi sono di conseguenza avviati nella 
via di formazione di glutammato o aspartato, che 
sono reciprocamente interconvertiti dalla glutamma- 
to-aspartato amminotransferasi: 
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Figura 24.2 Il meccanismo della transamminazione catalizzata dal- 
l'enzima dipendente da PLP. La prima tappa della reazione, in cui 
il gruppo a-amminico di un amminoacido viene trasferito su PLP ge- 
nerando un a-chetoacido e PMP, è costituita da tre passaggi: (1) tran- 
samminazione, (2) tautomerizzazione e (3) idrolisi. La seconda tappa 
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7 | + R—C—C00° 
D+ a-chetoacido 
N CHg 


Enzima 
piridossammina 
fosfato (PMP) 


della reazione, in cui il gruppo amminico di PMP viene trasferito 
a un a-chetoacido diverso generando un nuovo a-amminoacido e 
PLP, è essenzialmente l’inverso del primo passaggio: i passaggi 3”, 
2’ e 1’ sono rispettivamente l’inverso dei passaggi 3, 2 e 1. 
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glutammato + ossalacetato == 
== a-chetoglutarato + aspartato 


La deamminazione ossidativa del glutammato (para- 
grafo 24.1B) genera ammoniaca e rigenera 
a-chetoglutarato per un altro ciclo di reazioni di tran- 
samminazione. Ammoniaca e aspartato sono i due 
donatori di gruppi amminici nella sintesi dell’urea. 


II ciclo glucosio-alanina trasporta azoto al fegato 


Una eccezione importante a quanto preceden- 
temente detto è un gruppo di amminotransferasi mu- 
scolari che accettano piruvato come il loro a- 
chetoacido substrato. L’amminoacido prodotto, l’ala- 
nina, viene liberato nel torrente circolatorio e tra- 
sportato al fegato dove va incontro a transammina- 
zione generando piruvato che può essere usato nella 
gluconeogenesi (paragrafo 21.1A). Il glucosio che ne 
risulta viene riportato al muscolo dove viene degra- 
dato glicoliticamente a piruvato. Questo è il ciclo 
glucosio-alanina. Il gruppo amminico va a finire 
in ammoniaca o in aspartato per la biosintesi dell’u- 
rea. Evidentemente il ciclo glucosio-alanina funziona 
trasportando azoto dal muscolo al fegato. 


B. La deamminazione ossidativa: 
la glutammato deidrogenasi 


Il glutammato viene deamminato in modo ossi- 
dativo nel mitocondrio ad opera della glutammato 
deidrogenasi, l’unico enzima conosciuto che, per lo 
meno in alcuni organismi, può accettare o NAD+ o 
NADP* come suo coenzima di ossido-riduzione. Si 
ritiene che l’ossidazione avvenga con il trasferimen- 
to di uno ione idruro dal C, del glutammato a 
NAD(P)*, con la formazione quindi di a-imminoglu- 
tarato, che viene idrolizzato ad a-chetoglutarato e am- 
moniaca (Fig. 24.3). 

La glutammato deidrogenasi viene inibita da GTP 
ed attivata da ADP in vitro suggerendo che questi 
nucleotidi regolino l’enzima in vivo. Studi delle con- 
centrazioni del substrato cellulare e del prodotto in- 
dicano ciò non di meno che l’enzima in vivo lavora 
in prossimità dell’equilibrio (AG=0). È quindi impro- 
babile che cambiamenti nell’attività della glutamma- 
to deidrogenasi che derivino da interazioni allosteri- 
che abbiano come risultato cambiamenti nel flusso 
delle reazioni. Il flusso è più probabilmente control- 
lato dalle concentrazioni dei substrati e dei prodotti 
(paragrafo16.4A). La posizione di equilibrio favori- 
sce molto la formazione di glutammato invece che 
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Figura 24.3 L'ossidazione del glutammato ad opera della glutammato 
deidrogenasi coinvolge la formazione come intermedio di 
a-imminoglutarato. 


di ammoniaca (AG°’ =30 kJ- mol-! per la reazione 
come è scritta nella Fig. 24.3). Poiché alte concentra- 
zioni di ammoniaca sono tossiche, questa posizione 
di equilibrio è fisiologicamente importante; essa aiu- 
ta a mantenere bassa la concentrazione di ammonia- 
ca. L’ammoniaca prodotta viene convertita in urea 
(paragrafo 24.2). 


C. Altri meccanismi di deamminazione 


[1059] Due amminoacido ossidasi non specifiche, la 
L-amminoacido ossidasi e la p-amminoacido os- 
sidasi catalizzano l’ossidazione di L- e p-amminoacidi 
utilizzando FAD come il loro coenzima di ossidori- 
duzione [invece che NAD(P)*]. Il risultante FADH, 
viene riossidato da O;. 


amminoacido +FAD +H,0 ——> 
——» a-chetoacido + NH3 + FADH, 


FADH, —=> FAD+ H203 


La D-amminoacido ossidasi è presente principalmen- 
te nel rene. La sua funzione è enigmatica poiché i 
D-amminoacidi sono associati principalmente con le 
pareti batteriche (paragrafo 10.3B). Pochi amminoa- 
cidi, quali serina e istidina, vengono deamminati in 
modo non ossidativo (paragrafi 24.3B e 24.3D). 
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2. IL CICLO DELL'UREA 


Gli organismi viventi eliminano l’azoto in ec- 
cesso che deriva dalla demolizione metabolica degli 


amminoacidi con uno di tre possibili sistemi. Molti - 


animali acquatici eliminano semplicemente ammo- 
niaca. Dove c'è meno abbondanza di acqua, però, i 
processi si sono evoluti in modo da convertire l’am- 
moniaca in prodotti di scarto meno tossici che hanno 
quindi bisogno di meno acqua per l’escrezione. Uno 
di questi prodotti è l’urea, escreta dalla maggior par- 
te dei vertebrati terrestri; un’altra è l’acido urico, 
che viene escreto da uccelli e rettili terrestri. 


° H 
(0) 
Il HNT. N 
NHg HaN- C_NHy dl | »a (6) 
oO SN N 
H H 


Ammoniaca Urea Acido urico 


In accordo con questa caratteristica gli organismi vi- 
venti sono classificati come ammoniotelici (che eli- 
minano ammoniaca), urotelici (che eliminano urea) 
o uricotelici (che eliminano acido urico). Alcuni ani- 
mali possono passare dall’ammoniotelismo all’urote- 
lismo o all’uricotelismo se le loro scorte di acqua scar- 
seggiano. Focalizzeremo la nostra attenzione sulla for- 
mazione di urea. La biosintesi dell’acido urico viene 
discussa nel paragrafo 26.5A. 

L’urea viene sintetizzata nel fegato ad opera degli 
enzimi del ciclo dell’urea. Essa viene quindi secreta 
nel sangue e sequestrata dai reni per essere escreta 
nelle urine. Il ciclo dell’urea è stato delucidato nel 
suo schema generale, nel 1932, da Hans Krebs e Kurt 
Henseleit (il primo ciclo metabolico noto; Krebs non 
ha chiarito il ciclo dell’acido citrico fino al 1937). Le 
sue reazioni individuali sono state successivamente 
descritte in dettaglio da Sarah Ratner e Philip Cohen. 
La reazione complessiva del ciclo dell’urea è 


NHÎ 
NH3 +HCO7 + "00C—CHo— CH— COOT 
Aspartato 
3ATP 
lo) 2ADP + 2P; + AMP+ PP; 


Il 
HoN—-C — NH2 + 700C— CH=CH— C00° 
Urea Fumarato 


I due atomi di azoto dell’urea sono così forniti da 
ammoniaca e aspartato mentre l’atomo di carbonio 
deriva da HCO7. Nel ciclo dell’urea sono coinvolte 
cinque reazioni enzimatiche, due delle quali sono mi- 
tocondriali e tre citosoliche (Fig. 24.4). In questo pa- 


ragrafo prenderemo in esame i meccanismi di que- 
ste reazioni e la loro regolazione. 


A. Carbamil fosfato sintetasi: 
l'acquisizione del primo atomo 
di azoto dell’urea 


La carbamil fosfato sintetasi (CPS) non è tec- 
nicamente un membro del ciclo dell’urea. Essa cata- 
lizza la condensazione e l’attivazione di NHI e di 
HCO; per formare carbamil fosfato, il primo dei 
due substrati contenenti azoto del ciclo, con la con- 
comitante idrolisi di due ATP. Gli eucarioti hanno 
due forme di CPS: 


1. La CPS1 mitocondriale utilizza ammoniaca come 
il suo donatore di azoto e partecipa alla biosintesi 
dell’urea. 

2. La CPS II citosolica utilizza glutammina come il 
suo donatore di azoto ed è coirivolta nella biosin- 
tesi delle pirimidine (paragrafo 26.3A). 


Si ritiene che la reazione catalizzata da CPS I coinvol- 
ga tre passaggi (Fig. 24.5): 


1. L’attivazione di HCO7 da parte di ATP che ge- 
nera carbonil fosfato e ADP. 

2. L’attacco di ammoniaca sul carbonil fosfato, che 
sposta il fosfato formando carbammato e Pi. . 

3. La fosforilazione del carbammato da parte del se- 
condo ATP che forma carbamil fosfato e ADP. 


La reazione è in pratica irreversibile ed è la tappa 
limitante del ciclo dell’urea. CPS I va soggetta ad atti- 
vazione allosterica da parte di N-acetilglutammato 
come è discusso nel paragrafo 24.2F. 


B. Ornitina transcarbamilasi 


[oez]L'ornitina transcarbamilasi trasferisce il 
gruppo carbamilico del carbamil fosfato all’orniti- 


na, generando citrullina (Fig. 24.4, reazione 2; no- 


tate come entrambi questi composti siano a-ammi- 
noacidi «non standard» non sono presenti nelle pro- 
teine). La reazione ha luogo nel mitocondrio così 
che l’ornitina, che è prodotta nel citosol, deve entra- 
re nel mitocondrio per mezzo di un sistema di tra- 
sporto specifico. Analogamente, dato che le rima- 
nenti reazioni del ciclo dell’urea hanno luogo nel 
citosol, la citrullina deve essere fatta uscire dal mito- 
condrio. 
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Figura 24.4 Il ciclo dell’urea si svolge in parte nel mitocondrio e 
in parte nel citosol con ornitina e citrullina che vengono trasportati 
attraverso la membrana mitocondriale da sistemi di trasporto specifi- 
ci. Cinque enzimi partecipano al ciclo dell’urea: (1) carbamil fosfato 
sintetasi, (2) ornitina transcarbamilasi, (3) argininosuccinato sintetasi, 
(4) argininosuccinasi e (5) arginasi. 
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Figura 24.5 Il meccanismo di azione di CPS I: (1) attivazione di >» I) 
HCO; mediante fosforilazione che genera carbonil fosfato postulato ATP 


come intermedio, (2) attacco di NH3 sul carbonil fosfato che forma 
carbammato e (3) fosforilazione del carbammato da parte di ATP che 
genera carbamil fosfato. 
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C. Arginino succinato sintetasi: 
l'acquisizione del secondo atomo di azoto 
dell’urea 


Il secondo atomo di azoto dell’urea viene intro- 
dotto nella terza reazione del ciclo dell’urea quando 
il gruppo ureidico della citrullina viene condensato 
con un gruppo amminico dell’aspartato dalla argi- 
nino succinato sintetasi (Fig. 24.6). L’atomo di ossi- 
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geno del gruppo ureidico viene attivato come grup- 
po che si stacca attraverso la formazione di un inter- 
medio citrullil-AMP, successivamente sostituito dal 
gruppo amminico dell’aspartato. Conferma all’esisten- 
za dell’intermedio citrullil-AMP viene da esperimen- 
ti con citrullina marcata con ‘50 (* nella Fig. 24.6). 
Il tracciante è stato isolato nell’AMP prodotto dalla 
reazione: in qualche fase della reazione, AMP e ci- 
trullina devono essere collegati covalentemente at- 
traverso l’atomo di ossigeno ureidico. 


AMP" + 


so + 
a} ri ta Rn 
* de DS E 
AMP_(®}_D) + 0=0 AMP —OTC + H3N—C—CHy—C00 n C_NH—C—CHp_C00 


PP; 
1 
ATP NH NH 
Ì 
(CHa) 3 (a) 3 
H-—C—NH}j H—C—NHj 
CO00° COO” 
Citrullina Citrullil-AMP 


Figura 24.6 Il meccanismo di azione della arginino succinato sinteta- 
si: (1) attivazione dell'ossigeno del gruppo ureidico della citrullina 
mediante la formazione di citrullil-AMP e (2) sostituzione di AMP 
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da parte del gruppo a-amminico dell’aspartato. L'asterisco (*) segna 
il destino del O che origina dal gruppo ureidico della citrullina. 
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D. Arginino succinasi 


Con la formazione di arginino succinato sono 
stati assemblati tutti i componenti della molecola di 
urea. Tuttavia il gruppo amminico fornito dall’aspar- 
tato è ancora attaccato allo scheletro carbonioso del- 
l’aspartato. A questa situazione pone rimedio l’eli- 
minazione catalizzata dalla arginino succinasi del- 
l’arginina dallo scheletro carbonioso dell’aspartato con 
formazione di fumarato (Fig. 24.4, reazione 4). L’ar- 
ginina è il precursore immediato dell’urea. Notate 
come il ciclo dell’urea e il ciclo dell’acido citrico sia- 
no collegati attraverso la produzione di fumarato nella 
reazione della arginino succinasi e la transammina- 
zione dell’ossalacetato ad aspartato, che viene usato 
nella reazione della arginino succinato sintetasi (Fig. 
24.7). 


E. Arginasi 


La quinta ed ultima reazione del ciclo dell’urea 
è l’idrolisi catalizzata dalla arginasi dell’arginina che 
genera urea e rigenera l’ornitina (Fig. 24.4). L’orniti- 
na viene quindi riportata al mitocondrio per un’al- 
tra ripresa del ciclo. Il ciclo dell’urea converte quin- 
di due gruppi amminici, uno dall’ammoniaca e uno 
dall’aspartato, e un atomo di carbonio derivato da 
HCO; nell’urea, prodotto di escrezione relativamen- 
te non tossico, al prezzo di quattro legami fosfato 
«ad alta energia» (tre ATP idrolizzati a due ADP, due 
P;, AMP, e PP; seguiti dalla rapida idrolisi di PP). 
Questo costo energetico è più che recuperato, però, 
dall’energia liberata in seguito alla formazione dei 
substrati del ciclo dell’urea. L’ammoniaca liberata dal- 
la reazione della glutammato deidrogenasi è accom- 
pagnata da formazione di NADH come è la riconver- 
sione del fumarato attraverso l’ossalacetato ad aspar- 
tato (Fig. 24.7). La riossidazione mitocondriale di que- 
sto NADH genera sei ATP. 


F. La regolazione del ciclo dell’urea 


La carbamil fosfato sintetasi I, l'enzima mito- 
condriale che catalizza il primo passaggio finalizza- 
to del ciclo dell’urea, viene allostericamente attivata 
da N-acetilglutammato. 


Questo metabolita è sintetizzato a partire da glutam- 
mato e acetil-CoA ad opera della N-acetilglutam- 
mato sintasi, ed idrolizzato da una idrolasi specifi- 
ca. Il ritmo di produzione di urea da parte del fegato 
è infatti correlato con la concentrazione di N-acetil- 
glutammato. Una aumentata sintesi dell’urea è ne- 
cessaria quando aumenta il ritmo di demolizione de- 
gli amminoacidi, che genera una sovrabbondanza di 
azoto che deve essere escreto. L'aumento del ritmo 
di demolizione è segnalato dall'aumento della con- 
centrazione di glutammato attraverso reazioni di 
transamminazione (paragrafo 24.1). Questa situazio- 
ne, a sua volta, determina un aumento nella sintesi 
di N-acetilglutammato, che stimola la carbamil fosfa- 
to sintetasi e quindi l’intero ciclo dell’urea. 

I rimanenti enzimi del ciclo dell’urea sono control- 
lati dalla concentrazione dei loro substrati. Deficien- 
ze ereditarie, quindi, degli enzimi del ciclo dell’urea 
diversi dall’arginasi non determinano diminuzioni si- 
gnificative della produzione di urea (la mancanza to- 
tale di un enzima qualunque del ciclo dell’urea de- 
termina morte subito dopo la nascita). Il substrato 
dell’enzima deficitario, piuttosto, si accumula deter- 
minando un aumento del ritmo della reazione defi- 
citaria fino a livelli praticamente normali. L’accumu- 
lo anomalo del substrato, però, non è privo di costi. 
Le concentrazioni di substrato aumentano per tutte 
le reazioni del ciclo fino all’ammoniaca, determinan- 
do iperammoniemia (elevati livelli ematici di am- 
moniaca). Anche se la causa prima della tossicità del- 
l’ammoniaca non è completamente chiara, una alta 
concentrazione di ammoniaca mette sotto pressione 
il sistema di eliminazione dell’ammoniaca, special- 
mente a livello del cervello (ritardo mentale e letar- 
gia). Questo sistema di eliminazione coinvolge la glu- 
tammato deidrogenasi (lavorando all’inverso) e la glu- 
tammina sintetasi, che diminuisce i pool di a-che- 
toglutarato e glutammato (paragrafi 24.1 e 25.5A). 
Il cervello è il più sensibile alla deplezione di questi 
pool. La deplezione di a-chetoglutarato diminuisce 
la velocità del ciclo dell’acido citrico generatore di 
energia, mentre il glutammato è sia un neurotrasmet- 
titore che un precursore del y-amminobutirrato 
(GABA), un altro neurotrasmettitore (paragrafo 
34.4C). 


Figura 24.7 Il ciclo dell’urea e il ciclo dell'acido citrico sono collegati attraverso la 
formazione e la demolizione di arginino succinato. Gli enzimi (1) fumarasi e (2) mala- 
to deidrogenasi sono enzimi del ciclo dell'acido citrico (paragrafi 19.2 G-H). L'ossala- 
cetato viene sottratto al ciclo dell'acido citrico per generare aspartato attraverso l’azio- 
ne di (3) una amminotransferasi. ATP viene idrolizzato in corrispondenza delle reazio- 
ni di (5) carbamil fosfato sintetasi I e (6) arginino succinato sintetasi. Questo ATP 
viene rigenerato tramite fosforilazione ossidativa a partire dal NAD(P)H prodotto nella 
reazione (4) della glutammato deidrogenasi e (2) della malato deidrogenasi. 


n° 3. LA DEMOLIZIONE METABOLICA 
i 


DEI SINGOLI AMMINOACIDI 
H—C_N-C-CHg 


000 La degradazione degli amminoacidi li converte 
in intermedi del ciclo dell’acido citrico o nei loro pre- 


N-acetilglutammato 
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cursori in modo che essi possano essere metabolizza- 
ti a CO, ed H:0 oppure usati nella gluconeogenesi. 
La demolizione ossidativa degli amminoacidi, infat- 
ti, tipicamente rende conto del 10-15% dell’energia 
metabolica generata dagli animali. In questo para- 
grafo prenderemo in considerazione come sono cata- 
bolizzati gli scheletri carboniosi degli amminoacidi. 
I 20 amminoacidi «standard» (gli amminoacidi delle 
proteine) hanno scheletri carboniosi molto diversi, 
così che la loro conversione in intermedi del ciclo 
dell’acido citrico segue vie metaboliche diverse in mo- 
do corrispondente. Non descriveremo in dettaglio tut- 
te le numerose reazioni coinvolte. Prenderemo piut- 
tosto in considerazione come sono organizzate que- 
ste vie e ci concentreremo su poche reazioni di inte- 
resse chimico e/o medico. 


A. Gli amminoacidi possono essere 
glucogenici, chetogenici o entrambi 


Gli amminoacidi «standard» vengono degradati 
in uno di sette intermedi metabolici: piruvato, 
a-chetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, ossalaceta- 
to, acetil-CoA o acetoacetato (Fig. 24.8). Gli amminoa- 
cidi si possono quindi dividere in due gruppi basati 
sulle loro vie metaboliche (Fig. 24.8): 


1. Amminoacidi glucogenici, i cui scheletri car- 
boniosi vengono degradati a piruvato, a-chetoglu- 
tarato, succinil-CoA, fumarato o ossalacetato e so- 
no quindi precursori del glucosio (paragrafo 
21.1A). : 

2. Amminoacidi chetogenici, i cui scheletri car- 
boniosi sono demoliti ad acetil-Co A o acetoacetato 
e possono così essere convertiti in acidi grassi o 
corpi chetonici (paragrafo 23.3). 


Per esempio, l’alanina è glucogenica poiché il suo pro- 
dotto di transamminazione, il piruvato (paragrafo 
24.1A), può essere convertito in glucosio attraverso 
la gluconeogenesi (paragrafo 21.1A). La leucina, d’al- 
tro canto, è chetogenica; il suo scheletro carbonioso 
viene convertito ad acetil-CoA e acetoacetato (para- 
grafo 24.3F). Poiché gli animali sono privi di una qua- 
lunque via metabolica per la conversione netta di 
acetil-CoA o acetoacetato nei precursori gluconeoge- 
nici, non è possibile una sintesi netta di carboidrati 
dalla leucina o dalla lisina, l’unico altro amminoaci- 
do puramente chetogenico. Isoleucina, fenilalanina, 
treonina, triptofano e tirosina, però, sono sia gluco- 
genici che chetogenici; l’isoleucina, per esempio, è 
demolita a succinil-CoA e acetil-CoA ed è quindi un 
precursore sia di carboidrati che di corpi chetonici 
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Figura 24.8 Gli amminoacidi vengono degradati in uno di sette inter- 
medi metabolici comuni. Le degradazioni glucogeniche e chetogeni- 
che sono indicate rispettivamente in verde e rosso. 


(paragrafo 24.3E). I rimanenti 13 amminoacidi sono 
puramente glucogenici. 

Nello studiare le vie specifiche della demolizione 
degli amminoacidi organizzeremo gli amminoacidi 
in gruppi che vengono degradati in uno dei sette in- 


termedi metabolici nominati prima: piruvato, ossala- 


cetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, 
acetil-CoA e acetoacetato. 


B. Alanina, cisteina, glicina, 
serina e treonina vengono degradati 
a piruvato 


Cinque amminoacidi, alanina, cisteina, glicina, 
serina e treonina vengono demoliti generando piruva- 
to (Fig. 24.9). Anche il triptofano dovrebbe esser? 


Giutammato] . 
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NH3 Il : e treonina in piruvato. Gli enzimi coinvolti sono (1) alanina ammino- 
sil (6) si transferasi, (2) serina deidratasi, (3) il sistema di rottura della glicina, 
‘ ‘Piruvato. (4) e (5) serina idrossimetil transferasi. 


incluso in questo gruppo poiché uno dei suoi prodot- 
ti di demolizione è l’alanina (paragrafo 24.3G) che, 
come abbiamo visto, viene transamminata a piruvato. 

La serina viene convertita in piruvato mediante dei- 
dratazione da parte della serina deidratasi. Questo 
PLP-enzima, come le amminotransferasi (paragrafo 
24.1), funziona formando un PLP-amminoacido base 
di Schiff in modo da facilitare la rimozione dell’ato- 
mo di idrogeno a dell’amminoacido. Nella reazione 
della serina deidratasi, però, il carbanione C, si rom- 
pe con eliminazione del Cx—OH dell’amminoacido 
piuttosto che con tautomerizzazione (Fig. 24.2, pas- 
saggio 2), così che il substrato va incontro ad a, 8 
eliminazione di H:0 piuttosto che a deamminazio- 
ne (Fig. 24.10). Il prodotto della deidratazione, l’e- 
nammina amminoacrilato, tautomerizza in modo 
non enzimatico nella immina corrispondente, che si 
idrolizza spontaneamente in piruvato e ammoniaca. 

La cisteina può essere convertita in piruvato attra- 
verso svariate vie in cui il gruppo sulfidrilico viene 
liberato come HS, SO37 o SCN-. 

La glicina viene convertita in serina dall’enzima 


serina idrossimetil transferasi, un altro enzima 
contenente PLP (Fig.. 24.9, reazione 4). Questo enzi- 
ma utilizza N5,N10-metilene-tetraidrofolato 
(N°, N1°-metilene-THF) come cofattore per fornire 
l’unità C, necessaria per questa conversione. Riman- 
diamo la discussione delle reazioni catalizzate dai co- 
fattori THF fino al paragrafo 24.4D. 

Il gruppo metilenico di N°,N1°-metilene-THF utiliz- 
zato nella conversione della glicina a serina viene ot- 
tenuto attraverso una seconda degradazione della gli- 
cina (Fig. 24.9, reazione 3) catalizzata dal sistema 
di taglio della glicina (chiamato anche glicina sin- 
tasi quando funziona nella direzione inversa; para- 
grafo 24.5A). Il sistema di taglio della glicina, un com- 
plesso multienzimatico che assomiglia alla piruvato 
deidrogenasi (paragrafo 19.2A), contiene quattro com- 
ponenti proteici (Fig. 24.11): 


1. Una glicina decarbossilasi PLP-dipendente (protei- 
na P). 

2. Una amminometiltransferasi contenente lipoami- 
de, che trasporta il gruppo amminometilico rima- 


{hi 


TTT 
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Figura 24.10 La serina deidratasi, un enzima dipendente da PIP, ca- 
talizza l'eliminazione di acqua dalla serina. | passaggi della reazione 
sono (1) la formazione di una base di Schiff serina-PLP, (2) la rimozio- 
ne dell'atomo H-a della serina che genera un carbanione stabilizzato 
per risonanza, (3) la 8 eliminazione di OH, (4) l’idrolisi della base 
di Schiff che genera enzima-PLP e amminoacrilato, (5) la tautomeriz- 
zazione non enzimatica ad immina e (6) l’idrolisi non enzimatica 
che genera piruvato e ammoniaca. 
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Figura 24.11 Le reazioni catalizzate dal sistema di taglio della glicina, 
un complesso multienzimatico (detto anche glicina sintasi). Gli enzimi 
coinvolti sono (1) una glicina decarbossilasi dipendente da PLP (protei- 
na P), (2) una proteina contenente lipoamide (proteina H), (3) un enzi- 
ma che necessita di THF (proteina T) e (4) una lipoamide deidrogenasi 
dipendente da NAD* e che necessita di FAD (proteina L). 
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nente dopo decarbossilazione della glicina (pro- 
teina H). 

3. Un enzima che sintetizza N5N'°-metilene-THF 
(proteina T) che accetta un gruppo metilenico dalla 
amminometiltransferasi (il gruppo amminico vie- 
ne liberato come ammoniaca). 

4. Una lipoamide deidrogenasi NAD*-dipendente e 
che richiede FAD (proteina L). 


Due osservazioni indicano che questa via è la via prin- 
cipale della degradazione della glicina nei tessuti di 
mammifero: 


1. La serina isolata da un animale che sia stato nutri- 
to con [2-'*C]glicina è marcata con !*C sia su C(2) 
che su C(3). Questa osservazione indica che il grup- 
po metilenico dell’N°,N°°-metilene-THF utilizzato 
dalla serina idrossimetil transferasi deriva dal C(2) 
della glicina. 

2. La malattia ereditaria umana iperglicinemia non 
chetotica, che è caratterizzata da ritardo menta- 
le e accumulo di grandi quantità di glicina nei 
fluidi corporei, è un risultato dell’assenza del si- 
stema di taglio della glicina. 


La treonina è sia glucogenica che chetogenica, poi- 
ché una delle sue vie di degradazione produce sia 
piruvato che acetil-CoA (Fig. 24.9, reazione 5). La se- 
rina idrossimetil transferasi (funzionante nella dire- 
zione inversa da quella nella reazione 4) taglia la treo- 
nina in acetaldeide e glicina. Questa reazione non ri- 
chiede THF come accettore di aldeidi; l’acetaldeide 
viene liberata direttamente. La glicina può essere con- 
vertita, attraverso la serina, in piruvato mentre l’a- 
cetaldeide viene ossidata ad acetil-CoA. 
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La serina idrossimetil transferasi 
catalizza il taglio PLP-dipendente 
del legame C-Cg 


Abbiamo fino ad ora preso in considerazione 
le reazioni catalizzate da PLP che iniziano con il ta- 
glio del legame C,_H di un amminoacido (Fig. 24.2). 
La degradazione della treonina a glicina ed acetaldei- 
de da parte della serina idrossimetil transferasi di- 
mostra che PLP facilita anche il taglio del legame 
C,_Cs di un amminoacido spostando gli elettroni del 
carbanione risultante nell’anello PLP coniugato. 
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Come può lo stesso amminoacido-PLP base di Schiff 
essere coinvolto nel taglio dei diversi legami di un 
Ca di un amminoacido in diversi enzimi? La rispo- 
sta a questo mistero è stata suggerita da Harmon Du- 
nathan. Per elettroni che devono essere portati nel 
sistema di anelli coniugati di PLP, il sistema dell’or- 
bitale 7 di PLP deve sovrapporsi con l’orbitale di le- 
game contenente la coppia di elettroni che deve esse- 
re spostata. Questo è possibile solo se il legame che 
deve essere rotto giace nel piano perpendicolare al 
piano del sistema dell’orbitale x di PLP (Fig. 24.120). 
I diversi legami di Cy possono essere posti su que- 
sto piano mediante rotazione intorno al legame 
CN. La struttura ai raggi X, infatti, della asparta- 
to amminotransferasi rivela che il C,—H del suo 
aspartato substrato assume proprio questa conforma- 
zione (Fig. 24.12b). Evidentemente, ciascun enzima 
taglia specificamente il suo legame corrispondente per- 
ché l’enzima si lega all’amminoacido-PLP base di 
Schiff addotto con questo legame nel piano perpendi- 
colare a quello dell’anello di PLP. 


C. Asparagina ed aspartato 
sono degradati a ossalacetato 


La transamminazione dell’aspartato porta diret- 
tamente ad ossalacetato: 
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Carbanione @ delocalizzato 


(o) 


Figura 24.12 (a) Il reticolo degli orbitali 7 di una.base di Schiff PLP- 
amminoacido. Il legame con C, nel piano perpendicolare al sistema 
dell’orbitale 7 di PLP (a partire da X nell’illustrazione) è labile come 
conseguenza della sua sovrapposizione con il sistema x, che permet- 
te alla coppia di elettroni del legame spezzato di essere spostati sulla 
molecola coniugata. (b) Il complesso base di :Schiff dell’inibitore 
a-metilaspartato con piridossal fosfato nella struttura ai raggi X della 
aspartato amminotransferasi suina. In questo caso, l'atomo di C del 
gruppo metilico (sfera gialla contrassegnata con C) occupa la posizio- 
ne dell'atomo H che l'enzima normalmente asporta dall’aspartato. 
Notate che il legame che collega l'atomo di C def metile con l’aspar- 
tato è nel piano perpendicolare all’anello di piridossale ed è quindi 
orientato in modo ideale per il taglio del legame. (Per gentile conces- 
sione di Craig Hyde, NIH.) 
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L’asparagina è anche convertita in ossalacetato in que- 
sto modo dopo la sua idrolisi ad aspartato da parte 
della asparaginasi (vedi sopra, a destra): 
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Figura 24.13 Le vie di degradazione di arginina, 
glutammato, glutammina, istidina e prolina a a- 
chetoglutarato. Gli enzimi che catalizzano le rea- 
zioni sono (1) glutammato deidrogenasi, (2) glu- 
tamminasi, (3) arginasi, (4) ornitina-5-amminotran- 
sferasi, (5) glutammato-semialdeide deidrogenasi, 
(6) prolina ossidasi, (7) reazione spontanea, (8) isti- 
dina ammoniaca liasi, (9) urocanato idratasi, (10) 
imidazolone propionasi e (11) glutammato formim- 
mino transferasi. 
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D. Arginina, glutammato, 
glutammina, istidina e prolina 
sono degradati ad a-chetoglutarato 


Arginina, glutammina, istidina e prolina ven- 
gono tutti degradati per conversione a glutammato 
(Fig. 24.13), che, a sua volta, è ossidato ad a-chetoglu- 
tarato ad opera della glutammato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 24.1). La conversione della glutammina a glu- 
tammato coinvolge solo una reazione: l’idrolisi da par- 
te della glutamminasi. La conversione dell’istidina 
a glutammato è più complicata: essa viene deammi- 
nata in modo non ossidativo, idratata, e il suo anello 
imidazolico tagliato con formazione di N-formim- 
minoglutammato. Il gruppo formimminico viene 
quindi trasferito al tetraidrofolato generando glutam- 
mato e N°-formimmino-tetraidrofolato (paragra- 
fo 24.4D). Sia arginina che prolina sono convertiti in 
glutammato attraverso la formazione come interme- 
dio di glutammato-5-semialdeide. 


E. Isoleucina, metionina e valina 
sono degradati a succinil-CoA 


Isoleucina, metionina e valina hanno vie di de- 
gradazione complesse che generano tutte propionil- 
CoA. Il propionil-CoA, che è anche un prodotto della 
degradazione degli acidi grassi a catena dispari, vie- 
ne convertito, come già abbiamo visto, a succinil-CoA 
tramite una serie di reazioni che coinvolgono la par- 
tecipazione di biotina e di coenzima B,, (paragrafo 
23.2). 


La demolizione della metionina coinvolge 
la sintesi di S-adenosilmetionina e cisteina 


La degradazione della metionina (Fig. 24.14) ha 
inizio con la sua reazione con ATP per generare 
S-adenosilmetionina (SAM). Il gruppo metilico al- 
tamente reattivo di questo ione sulfonio lo rende un 
importante agente biologico metilante. Per esempio, 
abbiamo già visto che SAM è il donatore di metile 
nella sintesi della fosfatidilcolina a partire da fosfati- 
diletanolammina (paragrafo 23.84). Essa è anche il 
donatore di metile nella conversione della noradre- 
nalina ad adrenalina (paragrafo 24.4B). 

Le reazioni di metilazione che coinvolgono SAM 
generano S-adenosilomocisteina in aggiunta all’ac- 
cettore metilato. Il primo prodotto viene idrolizzato 
ad adenosina e omocisteina nella reazione successi- 
va della via di degradazione della metionina. L’omo- 


a 


cisteina può essere metilata formando metionina tra- 
mite una reazione in cui N5-metil-THF è il donato- 
re di metile. Alternativamente l’omocisteina può com- 
binarsi con la serina generando cistationina che suc- 
cessivamente forma cisteina (biosintesi della cisteina) 
e a-chetobutirrato. L’a-chetobutirrato continua lun- 
go la via degradativa fino a propionil-CoA e quindi 
succinil-CoA. 


Le vie di degradazione degli amminoacidi 
a catena ramificata contengono temi comuni 


‘a tutte le ossidazioni di acil-CoA 


La degradazione degli amminoacidi a catena ra- 
mificata isoleucina, leucina e valina inizia con tre rea- 
zioni che utilizzano enzimi comuni (Fig. 24.15, in 
alto): (1) transamminazione nel corrispondente 
a-chetoacido, (2) decarbossilazione ossidativa nel cor- 
rispondente acil-CoA e (3) deidrogenazione da parte 
del FAD che forma un doppio legame. 

Il resto della via di degradazione dell’isoleucina (Fig. 
24.15, a sinistra) è identico a quella dell’ossidazione 
degli acidi grassi (paragrafo 23.2C): (4) idratazione 
del doppio legame, (5) deidrogenazione da parte di 
NAD*, e (6) taglio tiolitico che genera acetil-CoA e 
propionil-CoA, che è successivamente convertito in 
succinil-CoA. La degradazione della valina è una va- 
riazione su questo tema (Fig. 24.15, al centro): seguo- 
no (7) l’idratazione del doppio legame, (8) il legame 
tioestere del CoA viene idrolizzato prima (9) della 
seconda reazione di deidrogenazione. Il legame tioe- 
stere viene quindi rigenerato come propionil-CoA nel- 
l’ultima reazione della sequenza (10), una decarbos- 
silazione ossidativa invece che un taglio tiolitico. 


La malattia delle urine a sciroppo d’acero 
deriva da un difetto nella degradazione 
degli amminoacidi a catena ramificata 


La a-chetoisovalerato deidrogenasi, che ca- 
talizza la reazione 2 della degradazione degli ammi- 
noacidi a catena ramificata (Fig. 24.15), è un com- 
plesso multienzimatico che utilizza il coenzima TTP, 
lipoamide e FAD oltre al suo agente ossidante termi- 
nale NAD*. Una deficienza genetica di questo enzi- 
ma determina la malattia delle urine a sciroppo 
d’acero, così detta perché il conseguente accumulo 
di a-chetoacidi a catena ramificata dà alle urine il 
caratteristico colore di sciroppo d’acero. Se non im- 
mediatamente trattata con una dieta povera di am- 
minoacidi a catena ramificata, la malattia delle urine 
a sciroppo d’acero è rapidamente fatale. 


piribiciiz 
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me prodotti cisteina e succinil-CoA. Gli enzimi coinvolti nella via da PLP), (7) a-chetoacido deidrogenasi, (8) propionil-CoA carbossila- 
sono (1) metionina adenosil transferasi in una reazione che genera si, (9) metilmalonil-CoA racemasi e (10) metilmalonil-CoA mutasi (un 
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(3) adenosil-omocisteinasi, (4) omocisteina metiltransferasi (un enzi- se nel paragrafo 23.2E). 


ma dipendente dal coenzima B12), (5) cistationina -sintasi (un enzi- 
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Figura 24.15 La degradazione degli amminoacidi a cate- 
na ramificata (A) isoleucina, (B) valina e (O) leucina. Le 
prime tre reazioni di ciascuna via utilizzano gli enzimi 
comuni (1) amminotransferasi degli amminoacidi a cate- 
na ramificata, (2) a-chetoisovalerato deidrogenasi e (3) 
acil-CoA deidrogenasi. La degradazione della isoleucina 
continua quindi (a sinistra) con (4) enoil-CoA idratasi, 
(5) 8-idrossiacil-CoA deidrogenasi e (6) acetil-CoA acetil 
transferasi generando acetil-CoA e il precursore del 
succinil-CoA propionil-CoA. La degradazione della vali 
na (al centro) prosegue con (7) enoil-CoA idratasi, (8) 
p-idrossiisobutirril-CoA idrolasi, (9) 8-idrossiisobutirrato 
deidrogenasi e (10) metilmalonato-semialdeide deidro- 
genasi che genera anche propionil-CoA. La degradazio- 
ne della leucina (a destra) prosegue con (11) 
B-metilcrotonil-CoA carbossilasi (un enzima dipendente 
da biotina), (12) 8-metilglutaconil-CoA idratasi e (13) 
HMG-CoA liasi che genera acetil-CoA e acetoacetato. 
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Figura 24.16 La via di degradazione della lisina nel fegato dei mam- 
miferi. Gli enzimi coinvolti sono (1) saccaropina deidrogenasi 
(NADP*, generante lisina), (2) saccaropina deidrogenasi (NAD*, ge 
nerante glutammina), (3) amminoadipato-semialdeide deidrogenasi, 
(4) amminoadipato amminotransferasi (un enzima PLP), (5) a-chetoacido 


OH 
HMG-CoA 
deidrogenasi, (6) glutari-CoA deidrogenasi, (7) decarbossilasi, (8) enoik 
CoA idratasi, (9) B-idrossiacil-CoA deidrogenasi, (10) HMG-CoA sin- 


tasi e (11) HMG-COA liasi (le reazioni 10 e 11 sono discusse nel 
paragrafo 23.3). 
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F. Leucina e lisina vengono degradati 
ad acetoacetato e acetil-CoA 


La leucina viene ossidata da una combinazione 
di reazioni usate nella @ ossidazione e nella sintesi 
dei corpi chetonici (Fig. 24.15, a destra). La prima 
deidrogenazione e le reazioni di idratazione sono in- 
tervallate da una reazione di carbossilazione (11) ca- 
talizzata da un enzima contenente biotina. La rea- 
zione di idratazione (12) produce quindi f-idrossi- 
B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), che viene ridot- 
to dalla HMG-CoA. liasi formando acetil-CoA e il cor- 
po chetonico acetoacetato (13) (che, a sua volta, può 
essere convertito in 2-acetil-CoA; paragrafo 23.3). 

Anche se ci sono parecchie vie per la degradazione 
della lisina, quella che procede tramite la formazio- 
ne dell’addotto a-chetoglutarato-lisina saccaropina 
è predominante nel fegato dei mammiferi (Fig. 24.16). 
Sette delle 11 reazioni di questa via sono presenti 
anche in altre vie. La reazione 4 è una transammina- 
zione PLP-dipendente. La reazione 5 è la decarbossi- 
lazione ossidativa di un a-chetoacido da parte di un 
complesso multienzimatico simile alla piruvato dei- 
drogenasi e alla a-chetoglutarato deidrogenasi (para- 
grafi 19.2A e 19.3D). Le reazioni 6, 8 e 9 sono le rea- 
zioni standard dell’ossidazione di un acil-CoA: dei- 
drogenazione ad opera di FAD, idratazione e deidro- 
genazione ad opera di NAD*. Le reazioni 10 e 11 
sono le reazioni standard della formazione dei corpi 
chetonici. Nelle reazioni 5 e 7 della via metabolica 
sono prodotte due moli di CO;. 

Si ritiene che la via della saccaropina predomini 
nei mammiferi per il fatto che un difetto genetico 
dell’enzima che catalizza la reazione 1 della sequen- 
za ha come risultato iperlisinemia e iperlisinuria 
(livelli di lisina elevati nel sangue e nelle urine) oltre 
a ritardo mentale e fisico. Anche questo è un altro 
esempio di come lo studio di rari disordini ereditari 
abbia contribuito a seguire le tracce delle vie meta- 
boliche. 

Lo scheletro carbonioso della leucina, come abbia- 
mo visto, è convertito in una molecola di acetoaceta- 
to e in una di acetil-CoA, mentre quello della lisina 
è convertito in una molecola di acetoacetato e in due 
di CO. Poiché né acetoacetato né acetil-CoA posso- 
no essere convertiti in glucosio negli animali, leuci- 
na e lisina sono amminoacidi solamente chetogenici. 


G. Il triptofano viene degradato 
ad alanina e acetil-CoA 


La complessità della via principale di degrada- 
zione del triptofano (Fig. 24.17) ci impedisce la di- 
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scussione dettagliata di tutte le sue reazioni. Una rea- 
zione nella via metabolica è particolarmente interes- 
sante. La reazione 4, il taglio di 3-idrossichinure- 
nina in alanina e 3-idrossiantranilato, è catalizza- 
ta dalla chinureninasi, un enzima PLP-dipendente. 
La reazione dimostra, una volta di più, l’enorme ver- 
satilità di PLP. Abbiamo visto come PLP possa scin- 
dere un legame C,_H di un a-amminoacido. Ora 
vediamo il suo ruolo nella facilitazione della rottura 
del legame Cg—C,. La reazione segue gli stessi pas- 
saggi delle reazioni di transamminazione ma non 
idrolizza la base di Schiff tautomerizzata (Fig. 24.18). 
Il meccanismo di reazione proposto coinvolge l’at- 
tacco di un gruppo nucleofilico di un enzima sul 
carbonio carbonile (C,)) della base di Schiff tautome- 
rizzata 3-idrossichinurenina-PLP (Fig. 24.18, passag- 
gio 3). Ciò è seguito dal taglio del legame Cg—C, che 
genera un intermedio acil-enzima oltre ad un addot- 
to tautomerizzato alanina-PLP (Fig. 24.18, passaggio 
4). L’idrolisi dell’acilenzima genera quindi 
3-idrossiantranilato la cui ulteriore degradazione pro- 
duce a-chetoadipato (Fig. 24.17, reazioni 4-9). L’a- 
chetoadipato è anche un intermedio nella demoli- 
zione della lisina (Fig. 24.16, reazione 4) così che le 
ultime sette reazioni nella degradazione di questi am- 
minoacidi sono identiche e generano acetoacetato e 
due molecole di CO;. 


H. Fenilalanina e tirosina sono degradate 
a fumarato e acetoacetato 


Poiché la prima reazione nella degradazione del- 
la fenilalanina è la sua idrossilazione a tirosina, un’u- 
nica via (Fig. 24.19) è responsabile della demolizione 
di entrambi questi amminoacidi. I prodotti finali delle 
sei reazioni di degradazione sono fumarato, un in- 
termedio del ciclo dell’acido citrico e acetoacetato, un 
corpo chetonico. 


Le pterine sono cofattori ossidoriducenti 


L’idrossilazione della fenilalanina da parte del- 
l'enzima contenente Fe(Il), fenilalanina idrossila- 
si ha bisogno della partecipazione di un cofattore che 
non abbiamo ancora incontrato: la biopterina, un 
derivato della pterina. Le pterine sono composti che 
contengono l’anello di pteridina (Fig. 24.20). Notate 
la somiglianza tra l’anello di pteridina e l’anello di 
isoallossazina dei coenzimi flavinici; le posizioni de- 
gli atomi di azoto nella pteridina sono identiche a 
quelle degli anelli B e C della isoallossazina. Anche 
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Figura 24.17 La via della degradazione del triptofano. Gli enzimi 
coinvolti sono (1) triptofano-2,3-diossigenasi, (2) formamidasi, (3) 
chinurenina-3-monoossigenasi, (4) chinureninasi (dipendente da PLP), 
(5) 3-idrossiantranilato-3,4-diossigenasi, (6) ammino carbossimuconato- 
semialdeide decarbossilasi, (7) ammino muconato-semialdeide dei- 
drogenasi, (8) idratasi, (9) deidrogenasi, (10-16) reazioni da 5 ad 11 
nella degradazione della lisina (Fig. 24.16). La 2-ammino-3-carbossi- 
muconato-6-semialdeide, oltre ad essere soggetta alla reazione 6, ge- 
nera spontaneamente chinolinato, un precursore di NAD* e NADP* 
(paragrafo 26.6A). 
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Figura 24.18 II meccanismo proposto per il taglio del legame C, 
della 3-idrossichinurenina catalizzato dalla chinureninasi dipendente 
da PLP avviene in otto tappe: (1) transimminazione, (2) tautomerizza- 
gole (3) attacco di un gruppo nucleofilico dell'enzima, (4) taglio 
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idrolisi dell acil-enzima, (6) ( 
ri e 7) fautomerizzazione e (8) transimmi 


796 Capitolo 24 


Tetraidrobiopterina + Og 


Diidrobiopterina + H30 


a-chetoglutarato 


Glutammato 


HO 


CH,—C— C00° 
ACI 


e Xx 
p-idrossifenilpiruvato 


Ascorbato + Og 


3 
Diidroascorbato + H20 + C09 
OH 
= CHo_ co0” 
HO Omogentisato 
9a si 4 
H_ Fe 209: 
X 
H-—CT—CT—CH,—CT—CH,_C00 
UH * I A Di 
(0) (6) 
4-maleilacetoacetato 
| 5 
“00C— e H 
. x 
H—C—C—CHy,—C—CH,_C00. 
HW * IA * 
(0) (6) 


4-fumarilacetoacetato 


Figura 24.19 La via di degradazione della fenilalanina. Gli enzimi 
coinvolti sono (1) fenilalanina idrossilasi, (2) amminotransferasi, (3) 
p-idrossifenilpiruvato diossigenasi, (4) omogentisato diossigenasi, (5) 
maleilacetoacetato isomerasi e (6) fumaril-acetoacetasi. | simboli che 
marcano i vari atomi di carbonio servono ad indicare la migrazione 
del gruppo che avviene nella reazione 3 della via (Fig. 24.23). 
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Figura 24.20 L'anello di pteridina è il nucleo della biopterina e del 
folato. Notate le strutture simili della pteridina e dell'anello di isoal- 
lossazina dei coenzimi flavinici. 


i derivati del folato contengono l’anello pterinico (pa- 
ragrafo 24.4D). 

Le pterine, come le flavine, partecipano alle ossida- -. 
zioni biologiche. La forma attiva della biopterina è 
la forma pienamente ridotta, 5,6,7,8-tetraidrobiop-. 
terina. Essa viene prodotta a partire da 7,8-diidro- - 
biopterina e NADPH, in quella che può essere con- 
siderata una reazione di avviamento, da parte del- 
la diidrofolato reduttasi (Fig. 24.21). Nella rea- 
zione della fenilalanina idrossilasi, la 5,6,7,8-tetra- 
idrobiopterina viene ossidata a 7, 8-diidrobiop-. 
terina (forma chinoide). Questo chinoide è succes- : 
sivamente ridotto dall’enzima che richiede NADH . 
diidropteridina reduttasi che rigenera il cofattore - 
attivo. 


Lo «spostamento dell’NIH» 


Un aspetto inatteso della reazione precedente : 
è che un atomo di 3H che inizia su C(4) dell’anello . 
fenilico della fenilalanina finisce sul C(3) dell’anello — 
della tirosina (Fig. 24.21, a destra), invece che essere . 
perso nel solvente per sostituzione con il gruppo OH. . 
Il meccanismo postulato che rende conto di questo. 
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shift (spostamento) dell’NIH (così chiamato per- 
ché è stato caratterizzato per la prima volta da chi- 
mici del National Institutes of Health) coinvolge l’at- 
tivazione di un ossigeno per formare un epossido at- 
traverso il suo legame alle posizioni 3 e 4 dell’anello 
fenilico, seguito dall’apertura dell’epossido che for- 
ma un carbocatione a livello del C(3) (Fig. 24.22). La 
migrazione di un idruro da C(4) a C(3) forma un car- 
bocatione più stabile (uno ione ossonio). Questa mi- 
grazione è seguita da aromatizzazione dell’anello per 
formare tirosina. 

La reazione 3 (Fig. 24.19) nella via di degradazione 
della fenilalanina fornisce un secondo esempio di uno 
shift dell’NIH. Questa reazione, che è catalizzata dal- 
la p-idrossifenilpiruvato diossigenasi contenente 
Cu, coinvolge tanto la decarbossilazione ossidativa di 
un a-chetoacido quanto l’idrossilazione dell’anello. In 
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-< Figura 24.21 La formazione, utilizzazione e rigenerazione della 5,6,7,8- 
-tetraidrobiopterina nella reazione della fenilalanina idrossilasi. 
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Figura 24.22 Il meccanismo proposto per lo spostamento dell'NIH. 
Il riarrangiamento è sostenuto dalla formazione di uno ione ossonio 
stabilizzato per risonanza. 
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questo caso, lo shift dell’NIH coinvolge la migrazio- 
ne di un gruppo alchilico invece di quella di uno 
ione idruro per formare un carbocatione più stabile 
(Fig. 24.23). Questo spostamento, che è stato dimo- 
strato attraverso studi di radiomarcatura con isotopi 
(rappresentati con simboli diversi nelle Figg. 24.19 
e 24.23), rende conto dell’osservazione che C(3) viene 
legato a C(4) nel p-idrossifenilpiruvato ma viene 
legato a C(5) nell’omogentisato. 


L’alcaptonuria e la fenilchetonuria 
sono il risultato di difetti 
nella degradazione della fenilalanina 


Nei primi anni di questo secolo, Archibald Gar- 
rod capì che delle malattie genetiche umane deriva- 
no da deficit enzimatici specifici. Abbiamo più volte 
visto quanto questa consapevolezza abbia contribui- 
to alla delucidazione delle vie metaboliche. La prima 
di queste malattie a essere riconosciuta è stata l’al- 
captonuria che, come osservò Garrod, si manifesta 
con l’escrezione di grandi quantità di acido omogen- 
tisico. Questa condizione deriva dalla deficienza di 
omogentisato diossigenasi (Fig. 24.19, reazione 4). 
Gli alcaptonurici non hanno altre manifestazioni che 
artrite in età avanzata (anche se le loro urine si scu- 
riscono in modo allarmante in seguito alla rapida os- 
sidazione all’aria dell’omogentisato escreto con esse). 

Gli individui affetti da fenilchetonuria (PKU) non 
sono così fortunati. Si instaura un grave ritardo men- 
tale entro pochi mesi dalla nascita, se la malattia non 
viene diagnosticata e trattata immediatamente (vedi 
più avanti). Circa l’1% dei pazienti ricoverati in isti- 
tuti per malattie mentali sono fenilchetonurici. La 
PKU viene causata dalla incapacità di idrossilare la 
fenilalanina (Fig. 24.19, reazione 1) e ha quindi come 
risultato un aumento dei livelli ematici di fenilalani- 
na (iperfenilalaninemia). La fenilalanina in eccesso 
viene transamminata a fenilpiruvato 


î 
(O CHog—C— C00° 
Fenilpiruvato 


attraverso una via metabolica altrimenti minoritaria. 
Il passaggio di fenilpiruvato (un fenilchetone) nelle 
urine è stato la prima osservazione associata alla ma- 
lattia e le ha dato il nome. Attualmente tutti i bambi- 
ni nati nei Paesi sviluppati vengono sottoposti ad ana- 
lisi per identificare la PKU immediatamente dopo la 
nascita, tramite la ricerca di elevati livelli ematici di 
fenilalanina. 
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diossigenasi. Gli atomi di carbonio sono contrassegnati per aiutare 
a seguire la loro migrazione. 
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La PKU classica deriva da una deficienza di fenila- 
lanina idrossilasi. Quando si stabilì questa correlazio- 
ne nel 1947, si trattava del primo errore congenito 
del metabolismo umano di cui venisse identificata 
la base biochimica del difetto. Poiché tutti gli enzimi 
della demolizione della tirosina sono normali, il trat- 
tamento consiste nel fornire al paziente una dieta po- 
vera in fenilalanina e nel registrare il livello ematico 
di fenilalanina per assicurarsi che rimanga nei limiti 
normali per i primi 5-10 anni di vita (gli effetti noci- 
vi della iperfenilalaninemia sembrano scomparire do- 
po quell’età). La deficienza di fenilalanina idrossilasi 
rende anche conto di un altro sintomo comune della 
PKU: i portatori hanno un colore di capelli e di pelle 
più chiaro dei loro fratelli. Questo è dovuto al fatto 
che l’idrossilazione della tirosina, la prima reazione 
nella formazione della melanina, il pigmento nero 
della pelle (paragrafo 24.4B), è inibita da livelli eleva- 
ti di fenilalanina. 

Dal momento in cui sono state introdotte le tecni- 
che di analisi a tappeto dei neonati sono state scoper- 
te altre cause di iperfenilalaninemia, determinate da 
deficienze degli enzimi che catalizzano la formazio- 
ne o la rigenerazione della 5,6,7,8-tetraidrobiopteri- 
na, il cofattore della fenilalanina idrossilasi (Fig. 24.21). 
In questi casi, al paziente bisogna anche sommini- 
strare L-3,4-diidrossifenilalanina (L-DOPA) e 
5-idrossitriptofano, precursori metabolici rispetti- 
vamente dei neurotrasmettitori noradrenalina e se- 
rotonina, poiché gli enzimi che producono queste 
ammine fisiologicamente attive necessitano anche di 
5,6,7,8-tetraidrobiopterina (paragrafo 24.4B). La sem- 
plice aggiunta di 5,6,7,8-tetraidrobiopterina alla die- 
ta di individui affetti non è sufficiente poiché questo 
composto è instabile e non può attraversare la bar- 
riera ematoencefalica. 


4. GLI AMMINOACIDI 
COME PRECURSORI BIOSINTETICI 


[1083] Alcuni amminoacidi, oltre alla loro principale 
funzione di blocchi di costruzione delle proteine, sono 
precursori essenziali di numerose biomolecole impor- 
tanti, compresi i nucleotidi e i coenzimi nucleotidici, 
l’eme, svariati ormoni e neurotrasmettitori e il gluta- 
tione. In questo paragrafo prenderemo quindi in con- 
siderazione le vie di produzione di alcune di queste 
sostanze. Iniziamo parlando della biosintesi dell’eme 
a partire da glicina e succinil-CoA. Esamineremo poi 
le vie attraverso cui tirosina, triptofano, glutammato 
ed istidina vengono convertiti in vari neurotrasmet- 
titori e studieremo alcuni aspetti della biosintesi del 
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glutatione e il coinvolgimento di questo tripeptide 
nel trasporto degli amminoacidi e in altri processi. 
Prenderemo in considerazione, infine, il ruolo dei de- 
rivati del folato nel trasferimento biosintetico delle 
unità C3. La biosintesi dei nucleotidi e dei coenzimi 
nucleotidici è il soggetto del Capitolo 26. 


A. La biosintesi e la degradazione dell’eme 


L’eme (Fig. 24.24), come abbiamo visto, è un 
gruppo prostetico contenente Fe che è un componente 
essenziale di molte proteine, principalmente dell’e- 
moglobina, della mioglobina e dei citocromi. Le rea- 
zioni iniziali della biosintesi dell’eme sono comuni 
alla formazione di altri tetrapirroli compresi la clo- 
rofilla in piante e batteri (paragrafo 22.1A) e il coen- 
zima Bi, nei batteri (paragrafo 23.2E). 


Le porfirine derivate dal succinil-CoA 
e dalla glicina 


La delucidazione della via della biosintesi del- 
l’eme ha richiesto dell’interessante lavoro di analisi. 
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Figura 24.24 Gli atomi di C e di N dell’eme derivano da quelli di 
glicina ed acetato. 


linico (ALA) catalizzata dall’enzima PLP-dipendente 
ò-amminolevulinato sintasi (Fig. 24.26). Il gruppo 
carbossilico perso nella decarbossilazione (Fig. 24.26, 
reazione 5) origina nella glicina, e questa è la ragio- 
ne per cui l’eme non contiene isotopi derivati da que- 
sto gruppo. 
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David Shemin e David Rittenberg, che sono stati tra i 
Si gra "a pa A a. % N 
i primi a usare traccianti isotopici nella delucidazio- CH3— C00 CH —C00 
ne delle vie metaboliche, hanno dimostrato, nel 1945, Acetato “NH 000 
che tutti gli atomi di C e N dell’eme possono derivare CoASH + ATP DE ai 
da acetato e glicina. Solo la glicina tra una varietà Glicina af 
di metaboliti marcati con !5N da loro analizzati, AMP + PP; :B— Enz— PLP CHoy 
comprendenti ammoniaca, glutammato, leucina e All 
n 15; È) (0) 1 C=0 
prolina, ha generato eme marcato con !5N nell’emo- si (PA Hy0 
globina di soggetti a cui erano stati somministrati CHg—C— SCoA SCoA 
a scopo sperimentale questi metaboliti. Esperimenti Acetil-CoA CoASH {!B_Enz Succinil-CoA 
simili utilizzando acetato marcato con '*C nei suoi i + 
; BE n 4 #i g E 
gruppi metilico (o) carbossilico, oppure ['“Calglicina H-ÈC- coo” H-5c coo7 H-5c- 00° 
hanno dimostrato che 24 dei 34 atomi di carbonio sd la DL Ila 
dell’eme derivano dal carbonio metilico dell’acetato, 25+ 5 000° Bi - ua +NH +NH 
ì i 9 , | (8010) Il | 
2 dal carbonio carbossilico dell’acetato e 8 dall’atomo 4c= Al CH a CH <—> CH 
Ca della glicina (Fig. 24.24). Nessuno degli atomi del- PI LI a+ 10 =0H on Il ci 
l’eme deriva dall’atomo di carbonio carbossilico del- CHa HO-"C— C00° 
la glicina. 3A +30 C00° ci Al +0 | | 
. into 5 PC 3 iclo CH CH +2 
La Fig. 24.24 indica che gli atomi di C dell’eme de- Ossalacetato dell'aetdo i. i] ° N 3 CH3z i N CHg 
rivati dal gruppo metilico dell’acetato sono presenti citrico 24+ 200007 3 H 
in gruppi di tre atomi legati tra loro. Evidentemente Citrato ° 
l’acetato viene prima convertito in qualche altro me- D] Pa = 
î } s LALA 9 COO 
tabolita che ha questo tipo di marcatura. Shemin e 2°+ 2 000 = . al ee 
Rittenberg hanno postulato che questo metabolita sia 0g, soo 1410 Aia Ca 
succinil-CoA basandosi sul seguente ragionamento Al CHa 2% 2° CO. CHy 46H, 
(Fig. 24.25): l'a do, od 0 _ Rui 
n +00 al 24+ 200 e / E ea 
1. L’acetato viene metabolizzato attraverso il ciclo Succinato c= Enz_B--H HC-C HC— C00 
ona lag I CoASH I, 
dell’acido citrico (paragrafo 19.31. SCoA + o ada 
NH NH 
2. Studi di marcatura indicano che l’atomo C(3) del- Succinil-CoA Il Il 
l’intermedio del ciclo dell’acido citrico succinil-CoA o CH 
deriva dall’atomo di C metilico dell’acetato men- Figura 24.25 L'origine degli atomi di C del succinil-CoA derivati dal- Lia 
tre l’atomo C(4) deriva dall’atomo di C carbossili- l’acetato tramite il ciclo dell'acido citrico. Gli atomi di C contrasse- 5 
dell’asetat gnati con triangoli e quadrati derivano, rispettivamente, dagli atomi COy 
LOL RR RORO: : " 4 di C del metile e del carbossile dell’acetato. 1 simboli pieni contrasse- - 
3. Dopo molti cicli del ciclo dell’acido citrico, C(1) gnano gli atomi derivati dall’acetato nel presente ciclo del ciclo del- n n 
e C(2) del succinil-CoA analogamente risultano l'acido citrico, mentre i simboli vuoti contrassegnano gli atomi deri- coo (6/010) 
Ta , . ; vati dall’acetato in cicli precedenti del ciclo dell'acido citrico. Notate À ai 
completamente derivati dall’atomo di C metile del- che gli atomi C(1) e C(4) del succinil-CoA sono rimescolati generan- Ha CHa 
l’acetato. do il succinato simmetrico. 2 n Al 
7 Fra 
h d È 
Vedremo che questa sequenza di marcatura porta = PE i SE + :B—Enz—PLP 
infatti a quella dell’eme. L’anello pirrolico è il prodotto Enz_B: CHs “CHy 
La prima fase della biosintesi dell’eme è una con- di due molecole ALA ale + 
densazione di succinil-CoA con glicina seguita.da una Il RA ; 
decarbossilazione che forma acido ò-amminolevu- L’anello pirrolico si forma nella fase successiva ici >-amminolevulinato (ALA) | 
| 


della via metabolica attraverso il collegamento di due 
molecole di ALA che formano porfobilinogeno 
(PBG). La reazione è catalizzata dall’enzima che ri- 
chede Zn porfobilinogeno sintasi (alternativamen- 
te, acido ò-amminolevulinico deidratasi), e coin- 
volge la formazione della base di Schiff di una delle 
molecole substrato con un gruppo amminico dell’en- 
zima. Un meccanismo possibile di questa reazione 
di condensazione-eliminazione coinvolge la formazio- 
ne di una seconda base di Schiff tra la base di Schiff 


Figura 24.26 Il meccanismo di azione dell'enzima dipendente da PLP 
>amminolevulinato sintasi. Le tappe della reazione sono (1) transim- 
minazione, (2) formazione del carbanione stabilizzato da PLP, (3) for- 
mazione del legame C—C, (4) eliminazione di CoA, (5) decarbossila- 
zione facilitata da PLP-base di Schiff e (6) transimminazione che ge 
hera ALA e rigenera l’enzima-PIP. 


dell’ALA-enzima e la seconda molecola di ALA (Fig. 
24.27). A questo punto, se continuiamo a seguire ace- 
tato e glicina marcati attraverso la reazione della PBG 
sintasi (Fig. 24.27), possiamo iniziare a vedere come 
nasce lo schema di marcatura dell’eme. 
L’inibizione della PBG sintasi da parte del piombo 
è una delle manifestazioni principali dell’avvelena- 
mento acuto da piombo. È stato suggerito infatti che 
l'accumulo, nel sangue, di ALA, che assomiglia al 
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n Figura 24.27 Un meccanismo possibile per la porfobilinogeno sintasi. La reazione coinvolge: 
cCoo7 


i ione. 
CHo rizzaz 


al È 
eÉ0 + H3iN—Enz 


i i di una base di Schiff, (2) formazione di una seconda base di Schiff, (3) forma- 
Miane « a carico di una base di Schiff, (4) ciclizzazione mediante una 
Ca condensazione di tipo aldolo, (5) eliminazione di un gruppo NH2 dell'enzima e (6) tautome- 
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neurotrasmettitore acido y-amminobutirrico (pa- 
ragrafo 24.4B) sia responsabile della psicosi che spes- 
so accompagna l’avvelenamento da piombo. 


L’anello di porfirina si forma a partire 
da quattro molecole di PBG 


La fase successiva della biosintesi dell’eme è la 
condensazione di quattro molecole di PGB che for- 
mano uroporfirinogeno III, il nucleo della porfiri- 
na, in una serie di reazioni catalizzate da uroporfi- 
rinogeno sintasi (alternativamente detta porfobi- 
linogeno deamminasi) e da uroporfirinogeno I 
cosintasi. La reazione (Fig. 24.28), il cui meccani- 
smo è stato delucidato da Alan Battersby, inizia con 


la sostituzione da parte dell’enzima del gruppo am- 
minico del PBG per formare un addotto covalente. 
Un secondo, terzo e quarto PBG vengono aggiunti 


sequenzialmente tramite la sostituzione del gruppo -. 
amminico primario su un PBG da parte di un atomo ... 
di carbonio sull’anello pirrolico del PBG successivo .-. 
per generare il tetrapirrolo lineare idrossimetilbi- Li 


lano. 

La ciclizzazione richiede la partecipazione della uro- 
porfirinogeno III cosintasi (Fig. 24.28). In mancanza 
della cosintasi, l’idrossimetilbilano viene rilasciato dal- 
la sintasi e rapidamente ciclizza in modo non enzi 


matico nella molecola simmetrica di uroporfirino-. 


geno I. L’eme, tuttavia, è una molecola asimmetrica; 


il sostituente metilico dell’anello pirrolico D ha lari È 
posizione invertita se paragonata a quelle degli ane 
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P 
N 
Enz +A: GA 
+ 
HgN 
PBG 


A= —CHy—C00° 
P= —CHa— CH, — C00° 


Intermedio spiro 
Uroporfirinogeno II 
cosintasi 

P A 


Uroporfirinogeno II 


li A, Be C (Fig. 24.24). Si ritiene che questo rovescia- 
mento dell’anello che forma l’uroporfirinogeno III 
proceda tramite l’attacco dei gruppi metilenici degli 
anelli A e C allo stesso carbonio dell’anello D in mo- 
do da formare uno spiro composto (un composto bi- 
ciclico con un atomo di carbonio comune a entrambi 
gli anelli; Fig. 24.28). 

La biosintesi dell'eme ha sede parte nel mitocon- 
drio e parte nel citosol (Fig. 24.29). ALA viene sinte- 
tizzata nei mitocondri e trasportata nel citosol per 
ssere convertita in PBG e quindi in uroporfirinoge- 
no III. La protoporfirina IX, a cui viene aggiunto 
Fe per formare l’eme, viene prodotta a partire dal- 
l’uroporfirinogeno III con una serie di reazioni cata- 
lizzate da (1) uroporfirinogeno decarbossilasi, che 
decarbossila tutte e quattro le catene laterali di aceta- 
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Metilbilano-enzima 


Figura 24.28 La sintesi di uroporfirinogeno Ill a par- 
tire da PBG catalizzata da uroporfirinogeno sintasi 
e uroporfirinogeno Ill cosintasi: (1) spostamento da 
parte dell'enzima di un gruppo amminico di PBG 
che genera un addotto covalente. (2-4) Aggiunta 
sequenziale di un secondo, terzo e quarto PBG me- 
diante sostituzione del gruppo amminico primario 
di un PBG da parte di un atomo di carbonio dell’a- 
nello pirrolico del PBG successivo. (5) Idrolisi 
dell’enzima-metilbilano che genera idrossimetilbi- 
lano. (6) Sintesi di uroporfirinogeno lil tramite un 
intermedio spiro da parte di uroporfirinogeno sin- 
tasi e uroporfirinogeno Ill cosintasi. A e P rappre- 
sentano rispettivamente gruppi acetilici e propio- 


Uroporfirinogeno I nilici. 


to (A) formando gruppi metilici (M); (2) coproporfi- 
rinogeno ossidasi, che decarbossila in modo ossi- 
dativo due delle catene laterali di propionato (P) in 
gruppi vinilici (V); e (3) protoporfirinogeno ossi- 
dasi, che ossida i gruppi metilenici che collegano gli 
anelli pirrolici ai gruppi metenilici. Complessivamen- 
te, vengono persi come CO; sei gruppi carbossilici 
derivati dall’acetato marcato sul carbossile. Gli unici 
atomi di C rimasti dell’acetato marcato sul carbossile 
sono i gruppi carbossilici delle due catene laterali di 
propionato dell’eme (P). Durante la reazione della co- 
proporfirinogeno ossidasi il composto macrociclico 
viene ritrasportato nel mitocondrio per le reazioni 
finali della via. La protoporfirina IX viene convertita 
in eme grazie all’inserzione di Fe(II) nel nucleo tetra- 
pirrolico da parte della ferrochelatasi. 
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nel mitocondrio. Dopo l'ossidazione dei gruppi metilenici che colle- 
gano i pirroli generando protoporfirina IX, la ferrochelatasi catalizza 
l'inserzione di Fe?* formando l’eme. A, P, M e V DE steel? ri i 
spettivamente gruppi acetilico, propionilico, metilico e na ; 
{(—CH7=CH). Gli atomi di C che originano dal gruppo carbossili 
dell’acetato sono colorati. 


Figura 24.29 La via complessiva della biosintesi dell'eme. L'acido 
&amminolevulinico (ALA) viene sintetizzato nel mitocondrio ad ope- 
ra della ALA sintasi. ALA (a sinistra) lascia il mitocondrio e viene - 
convertito in PBG, di cui quattro molecole condensano generando 
un anello porfirinico. Le successive tre reazioni coinvolgono | ossida- 
zione dei sostituenti dell'anello pirrolico generando protoporfirinoge- 
no IX la cui formazione è accompagnata dal suo trasporto di nuovo 
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La uroporfirinogeno sintasi 
ha il dipirrometano come cofattore 


[1088]I passaggi da 1 a 4 nella Fig. 24.28 mostrano 
che la biosintesi dell’eme dalle unità di pirrolo inizia 
col legame in sequenza di quattro molecole di porfo- 
bilinogeno (PBG), in una reazione catalizzata dalla 
uroporfirinogeno sintasi che genera metilbilano che 
viene covalentemente legato all’enzima. La natura di 
questo legame covalente si è rivelata una sorpresa. 
La uroporfirinogeno sintasi contiene un singolare co- 


| fattore, il dipirrometano (due pirroli collegati da 


un ponte metilenico come quello raffigurato dopo la 
tappa 2 nella Figura 24.28), che viene legato covalen- 
temente all’enzima tramite un legame C-S con un re- 
siduo Cys. Il complesso enzima-metilbilano, quindi, 
contiene in realtà un esapirrolo lineare. La tappa suc- 
cessiva della reazione, pure catalizzata dalla uropor- 
firinogeno sintasi (tappa 5 nella Figura 24.28), è l’i- 
drolisi del legame che collega la seconda e la terza 
unità di pirrolo dell’esapirrolo, che genera metilbila- 
no e il cofattore dipirrometano ancora legato all’en- 
zima, che risulta quindi pronto a catalizzare un nuo- 
vo ciclo di sintesi di metilbilano. 

Come viene sintetizzato il cofattore dipirrometa- 
no? Si è scoperto che la uroporfirinogeno sintasi sin- 
tetizza il proprio cofattore a partire da due unità di 
PBG utilizzando, sembra, lo stesso macchinario cata- 
litico con cui sintetizza il metilbilano. Le tappe 1 e 
2, quindi, della Figura 24.28 sono quelle che meglio 
rappresentano la sintesi del cofattore dipirrometano. 
Come hanno mostrato esperimenti mediante marca- 
tura con !“C il cofattore rimane associato all’enzima 
invece che essere incorporato nel prodotto. 


La biosintesi dell’eme viene regolata 
in modo diverso nelle cellule eritroidi 
e nelle cellule epatiche 


I due siti principali della biosintesi dell’eme so- 
no le cellule eritroidi, che sintetizzano —85% dei 
gruppi eme del corpo, e il fegato, che sintetizza la 
maggior parte del resto. Una funzione importante 
dell’eme nel fegato è come gruppo prostetico del ci- 


. tocromo Pizo, un enzima ossidativo coinvolto nella 


detossificazione che è richiesto nel corso della vita 
cellulare dell’epatocita in quantità che variano con 
le necessità di detossificazione. Al contrario, le cellu- 
le eritroidi, in cui l’eme è naturalmente un compo- 
nente dell’emoglobina, si impegnano nella sintesi del- 
l’eme solo in seguito al differenziamento, quando sin- 
tetizzano emoglobina in grandi quantità. Questa sin- 
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tesi avviene una sola volta; l’eme deve durare per 
tutta la vita dell’eritrocita (normalmente 120 giorni) 
poiché la sintesi di eme e di emoglobina cessa in se- 
guito a maturazione del globulo rosso (la sintesi pro- 
teica cessa in seguito alla perdita di nucleo e riboso- 
mi). I modi in cui è regolata la sintesi dell’eme negli 
eritrociti e negli epatociti riflette queste esigenze: nel 
fegato la biosintesi dell’eme deve essere «controlla- 
ta», mentre nelle cellule eritroidi il processo assomi- 
glia alla rottura di una diga. 

Nel fegato il principale bersaglia della regolazione 
nella biosintesi dell'eme è la ALA-sintasi, l'enzima 
che catalizza il primo passaggio finalizzato della via 
metabolica. L’eme, o il suo prodotto di ossidazione 
Fe(Ill) emina, controlla l’attività di questo enzima 
mediante tre meccanismi: (1) inibizione a feedback, 
(2) inibizione del trasporto della ALA-sintasi dal suo 
sito di sintesi nel citoplasma al suo sito di attività 
nel mitocondrio (Fig. 24.29), e (3) repressione della 
sintesi di ALA-sintasi. 

Nelle cellule eritroidi l’eme esercita un effetto mol- 
to diverso sulla propria biosintesi. L’eme stimola, an- 
ziché reprimere, la sintesi proteica nei reticolociti (gli 
eritrociti immaturi; paragrafo 30.4A). Anche se la 
maggiar parte delle proteine sintetizzate dai retico- 
lociti è rappresentata dalla globina, ci sono evidenze 
che l’eme induca queste cellule a sintetizzare anche 
gli enzimi della via della biosintesi dell’eme. Inoltre, 
la tappa limitante della biosintesi dell’eme nelle cel- 
lule eritroidi potrebbe non essere la reazione della 
ALA-sintasi. Da esperimenti effettuati in vari siste- 
mi di cellule eritroidi durante il differenziamento, 
la ferrochelatasi, l'enzima che catalizza l’inserzione 
del ferro, e la uroporfirinogeno sintasi risultano im- 
plicate nel controllo della biosintesi dell’eme in que- 
ste cellule. Ci sono anche indicazioni che l’incorpora- 
zione cellulare del ferro possa essere una tappa limi- 
tante. Il ferro viene trasportato nel plasma sotto for- 
ma di complesso con la proteina di trasporto del fer- 
ro transferrina. La velocità con cui il complesso 
ferro-transferrina entra nella maggior parte delle cel- 
lule, comprese quelle del fegato, è controllata trami- 
te endocitosi mediata da un recettore (paragrafo 
11.4B). Ciò non di meno, i complessi liposolubili di 
ferro che diffondono direttamente nei reticolociti in 
vitro stimolano la biosintesi dell’eme. L’esistenza di 
parecchi punti di controllo è a sostegno della suppo- 
sizione che, quando la biosintesi eritroide dell’eme 
è «accesa» tutte le sue fasi funzionano al massimo li- 
vello invece di avere una tappa che limita il flusso 
attraverso la via. Anche la sintesi della globina sti- 
molata dall’eme assicura che eme e globina vengano 
sintetizzati nella corretta proporzione per essere as- 
semblati nell’emoglobina (paragrafo 30.44). 
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La porfiria presenta 
una sintomatologia bizzarra 


Si conoscono numerosi difetti genetici nella bio- 
sintesi dell’eme nel fegato o nelle cellule eritroidi. 
Tutti coinvolgono l'accumulo di porfirina e/o dei suoi 
precursori e sono quindi noti come porfirie. Si sa 
che due di questi difetti interessano le cellule eritroi- 


di: la deficienza di uroporfirinogeno III cosintasi (por-. 


firia congenita eritropoietica) e la deficienza di 
ferrochelatasi (protoporfiria eritropoietica). La pri- 
ma ha come risultato l'accumulo di uroporfirinoge- 
no I e del suo prodotto di decarbossilazione copro- 
porfirinogeno I. L’escrezione di questi composti co- 
lora di rosso le urine; la loro deposizione nei denti 
li rende di un marrone rossiccio fluorescente, e il 
loro accumulo rende la pelle estremamente fotosen- 
sibile al punto di dare ulcerazioni e cicatrici sfigu- 
ranti. In individui affetti si osserva anche una au- 
mentata crescita dei peli al punto che una fine pelu- 
ria può coprire la maggior parte della loro faccia e 
delle estremità. Questi sintomi hanno suscitato l’ipo- 
tesi che la leggenda del lupo mannaro abbia una ba- 
se biochimica. 

La porfiria più comune che colpisce principalmen- 
te il fegato è la deficienza di uroporfirinogeno sinta- 
si (porfiria acuta intermittente). Questa malattia 
è caratterizzata da attacchi intermittenti di dolori ad- 
dominali e da disfunzioni neurologiche. Durante e 
dopo tali attacchi sono escrete nelle urine le quantità 
di ALA e PBG in eccesso. Le urine possono diventare 
rosse come risultato dell’escrezione delle porfirine 
in eccesso sintetizzate a partire da PBG in cellule non 
epatiche, anche se la pelle non diventa di solito foto- 
sensibile. Re Giorgio II di Inghilterra (1738-1820), am- 
piamente dipinto come un pazzo, aveva in realtà dei 
caratteristici attacchi di porfiria intermittente, pre- 
sentava urine colore rosso scuro, e ha avuto numero- 
si discendenti a cui è stata diagnosticata la malattia. 
La storia e la rivoluzione americana sarebbero potu- 
te essere molto diverse se Giorgio III non avesse ere- 
ditato questo difetto metabolico. 


L’eme viene degradato in pigmenti biliari 


Al termine della loro vita, i globuli rossi sono 
rimossi dalla circolazione e i loro componenti vengo- 
no degradati. Il catabolismo dell’eme (Fig. 24.30) ini- 
zia con il taglio ossidativo della porfirina tra gli anel- 
li A e B generando biliverdina, un tetrapirrolo li- 
neare verde. Il ponte metenico centrale della biliver- 
dina (tra gli anelli C e D) viene quindi ridotto dando 
origine alla bilirubina rosso-arancio. Il cambiamen- 
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to di colore delle ecchimosi è una manifestazione vi- 
sibile della degradazione dell’eme. 

Nella reazione che genera biliverdina il carbonio 
del ponte metenico tra gli anelli A e B della porfirina 
viene liberato come CO che, abbiamo visto, si lega 
saldamente all’eme (con una affinità per l’emoglobi- 
na 200 volte maggiore dell’O;; paragrafo 9.1A). Di 
conseguenza, — 1% dei siti che legano O dell’emo- 
globina sono bloccati da CO, anche in assenza di in- 
quinamento dell’aria. Questa quantità sarebbe molto 
più grande se non fosse per la presenza del residuo 


His distale dell’emoglobina (E7, il residuo His che si - 


lega con legame idrogeno all’O. legato; paragrafo 
9.2). Il residuo His distale forza stericamente il CO 
nel legarsi all’eme Fe(Il) dalla sua geometria lineare 
preferita verso la geometria piegata, che è favorita 
da O. Questo riduce l’affinità dell’eme per il CO di 
più di 100 volte permettendo la lenta esalazione di 
CO. Nel mutante Hb Zurigo, infatti, [His 
E7(63)8 —> Arg], circa il 10% dell’eme porta CO. 


La bilirubina è lipofilica e insolubile in soluzioni . 


acquose. Analogamente ad altri metaboliti lipofilici, 
come gli acidi grassi liberi, essa viene trasportata nel 
sangue sotto forma di complesso con l’albumina del 
siero. Nel siero la sua solubilità in acqua è aumentata 
dall’esterificazione dei suoi due gruppi laterali di pro- 
pionato con acido glucuronico che genera bilirubi- 
na diglucuronide, che viene secreta nella bile. Gli 
enzimi dei batteri del colon idrolizzano i gruppi di 
acido glucuronico e, con un processo a molteplici tap- 


pe, convertono la bilirubina in svariati prodotti, so- 


prattutto in urobilinogeno. Una parte di urobilino- 
geno viene riassorbita e trasportata per via ematica 
al rene dove viene convertita nel pigmento giallo uro- 
bilina ed escreta, dando alle urine il loro colore ca- 


ratteristico. La maggior parte dell’urobilinogeno, pe- . 


rò, è convertito per via microbica nel pigmento 
marrone-rossiccio stercobilina, il pigmento princi- 
pale delle feci. 

Quando il sangue contiene quantità eccessive di bi- 
lirubina, la deposizione di questa sostanza altamente 
insolubile colora di giallo la pelle e le sclere. Questo 
stato, chiamato ittero segnala una anormale velocità 
di distruzione dei globuli rossi, una disfunzione epa- 
tica, o l’ostruzione del dotto biliare. 

I neonati, particolarmente se prematuri, spesso svi 
luppano ittero perché il loro fegato non produce an: 
cora sufficiente bilirubina glucuronil transferasi 


per coniugare la bilirubina con acido glucuronico. 


I neonati itterici vengono trattati con bagni di luce 
di una lampada fluorescente; questo infatti determi- 
na la conversione fotochimica della bilirubina in iso- 
meri più solubili che il neonato può degradare ed 


x eliminare. 
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Figura 24.30 La via della degradazione dell’eme. M, V, P ed E rappre- 
sentano rispettivamente gruppi metilico, vinilico, propionilico ed etilico. 
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B. La biosintesi delle ammine 
fisiologicamente attive 


1092) Adrenalina, noradrenalina, dopammina, 
serotonina (5-idrossitriptammina), acido y-am- 
minobutirrico (GABA) e istammina 


HO, x 

Mori 
H 

OH, R=CHy Adrenalina 


Xa 
x-0H, R=H Noradrenalina 
\=H, R=H Dopammina 


CHo-NH_R 


Serotonina 
(5-idrossitriptammina) 


-00C—CH;— CHx—CHo— NH3 
Acido y-amminobutirrico (GABA) 


XS CH,— CH, NH7 
N 


NH 


Istammina 


sono ormoni 0 neurotrasmettitori derivati dagli am- 
minoacidi. L’adrenalina, per esempio, come abbiamo 
visto, attiva la adenilato ciclasi muscolare stimolando 
quindi la demolizione del glicogeno (paragrafo 17.3E); 
un deficit della produzione di dopammina è associa- 
to con il morbo di Parkinson, una condizione de- 
generativa che determina tremore; la serotonina in- 
duce la contrazione del muscolo liscio; il GABA è uno 
dei principali neurotrasmettitori inibitori del cervel- 
lo, rilasciati nel 30% delle sue sinapsi; l’istammina 
è coinvolta tanto nelle risposte allergiche (come ben 
sanno gli allergici che prendono antistamminici) 
quanto nel controllo della secrezione acida dello sto- 
maco (paragrafo 18.3C). 

La biosintesi di ciascuna di queste ammine fisiolo- 
gicamente attive coinvolge la decarbossilazione del 
corrispondente amminoacido precursore. Le ammi. 
noacido decarbossilasi sono enzimi PLP-dipendenti 
che formano una PLP-base di Schiff con il substrato 
in modo da stabilizzare il carbanione Ca formato in 
seguito al taglio Ca-COO” (paragrafo 24.1A). 


© 88-08-10538-5 


H (0) 
N, 
R os 

> ga! 
Hc 4iSH 
O” 


-o;Po | - 
DI 


CHz 


La produzione di istammina e quella di GABA sono 
processi a tappa singola (Fig. 24.31). Nella sintesi del- 
la serotonina a partire dal triptofano la decarbossila- 
zione è preceduta da una idrossilazione (Fig. 24.32) 
da parte della triptofano idrossilasi, uno dei tre 
enzimi di mammifero che hanno 5,6,7,8-tetraidro- 
biopterina come cofattore (paragrafo 24.3H). Dopam- 
mina, noradrenalina e adrenalina sono, nel loro in- 
sieme, chiamate catecolammine, perché sono deri- 
vati amminici del catecolo. 


oH 
oH 


Catecolo 


tra 
Ì 


vi 
La conversione della tirosina nélle varie catecolam- 
mine avviene nel modo seguente (Fig. 24.33): 


4. La tirosina viene idrossilata a 3,4-diidrossifeni- 
lalanina (1-DOPA) ad opera della tirosina 
idrossilasi, un altro enzima che necessita di 
5,6,7,8-tetraidrobiopterina. 

2. 1-DOPA viene decarbossilata a dopammina. 

3. Una seconda idrossilazione genera noradrenalina. 

4. La metilazione del gruppo amminico della nora- 
drenalina da parte della S-adenosilmetionina (pa- 
ragrafo 24.3E) genera adrenalina. 


La catecolammina specifica che una cellula produce 
dipende da quali enzimi della via metabolica sono 
presenti. Nella midollare del surrene, la cui funzio- 
ne è di produrre ormoni (paragrafo 34.4A), l’adrena- 
lina è il prodotto predominante. In alcune aree del 
cervello la noradrenalina è più comune. In altre aree, 
principalmente nella sostanza nera (substantia ni- 
gra), la via si ferma alla sintesi della dopammina. Il 
morbo di Parkinson, infatti, che è determinato da 
una degenerazione della sostanza nera, viene tratta 
to con parziale successo con somministrazione di 
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Figura 24.31 Le reazioni di decarbossilazione che generano l'acido 
y-amminobutirrico (GABA) a partire da glutammato e l’istammina a 
partire da istidina. 
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: | 
NHj * NHj 
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Figura 24.32 La serotonina sl forma per idrossilazione e successiva H 
decarbossilazione del triptofano. 
Serotonina 


L-DOPA, il precursore immediato della dopammina. 
La dopammina di per sé non è in grado di attraver- 
sare la barriera ematoencefalica. La L-DOPA, però, 
può arrivare ai suoi siti di azione dove viene decar- 
bossilata a dopammina. L’enzima che catalizza que- le 

sta reazione, la amminoacidi aromatici decarbos- H O Hc 0 

silasi, decarbossila tutti gli amminoacidi aromatici RETE ne et 
ed è quindi anche responsabile della formazione di A i di | I 
serotonina. In un approccio al trattamento del mor- 98 
bo di Parkinson sviluppato di recente, viene trapian- 

tata chirurgicamente una porzione della midollare 


C. Il glutatione 


1093] Il glutatione ( GSH; y-glutammilcisteinglicina), 


y- giutammilcisteinglicina 
glutatione (GSH) 


del surrene del paziente nel suo cervello. Presumi- 
bilmente, dopammina e L-DOPA rilasciate da questo 
tessuto servono a sostituire quelle perse per degene- 
razione della sostanza nera. L-DOPA è anche un pre- 
cursore del pigmento nero della pelle, la melanina. 


un tripeptide che contiene un insolito legame 
y-amidico, partecipa a numerosi processi metabolici, 
di detossificaziorie e di trasporto (Fig. 24.34). Per esem- 
pio, esso è un substrato per le reazioni di perossida- 
zione, aiutando a distruggere i perossidi generati dalle 
ossidasi; è coinvolto nella biosintesi dei leucotrieni 
(paragrafo 23.7C); l'equilibrio tra le sue forme ridot- 
ta (GSH) e ossidata (GSSG) mantiene i gruppi sulfidri- 


amore ses oorrrpi a 
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Figura 24.33 La sintesi sequenziale di L-DOPA, dopammina, nora- 
drenalina e adrenalina a partire dalla tirosina. L-DOPA è anche il pre- 
cursore del pigmento nero della pelle, la melanina, un materiale poli- 
merico ossidato. 
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Figura 24.34 Alcune reazioni che coinvolgono il glutatione: (1) de- 
tossificazione dei perossidi da parte della glutatione perossidasi, (2) 
rigenerazione di GSH a partire da GSSG da parte della glutatione 
reduttasi (paragrafo 14.4), (3) modulazione da parte della tiolo tran- 
sferasi dell'equilibrio tiolo-disolfuro delle proteine e (4) biosintesi del 
leucotriene da parte della glutatione-S-transferasi. 


lici delle proteine intracellulari nel loro corretto sta- 
to di ossidazione. 

Il ciclo del y-glutammile, che è stato descritto da 
Alton Meister, fornisce un veicolo sostenuto da con- 
sumo di energia per il trasporto degli amminoacidi 
nelle cellule attraverso la sintesi e la demolizione di 
GSH (Fig. 24.35). GSH viene sintetizzato a partire da 
glutammato, cisteina e glicina ad opera della azione 
consecutiva di y-glutammilcisteina sintetasi e GSH 
sintetasi (Fig. 24.35, reazioni 1 e 2). L’idrolisi del- 
LATP fornisce l’energia libera per ciascuna reazio- 
ne. Il gruppo carbossilico viene attivato per la sintesi 
del legame peptidico dalla formazione di un inter- 
medio di acil fosfato. 


0 ADP o 
Il = 
R—-C—-0 + ATP R_C_OPO:; 

NH, R' 
P, 

O 

Il 
R_C—N_R 


La demolizione di GSH è catalizzata da y-glutammil 
transpeptidasi, y-glutammil ciclotransferasi, 
5-ossiprolinasi e da una proteasi intracellulare (Fig. 
24.35, reazioni 3-6). 

Il trasporto dell’amminoacido avviene per il fatto 
che mentre GSH viene sintetizzato ed è localizzato 
dentro la cellula, la y-glutammil transpeptidasi, che 
catalizza la demolizione di GSH (Fig. 24.35, reazione 
3) si trova sulla superficie esterna della membrana 
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Figura 24.35 La sintesi del glutatione come parte del ciclo del 
y-glutammile del metabolismo del glutatione. Le reazioni del ciclo 
sono catalizzate da: (1) y-glutammilcisteina sintetasi, (2) glutatione 
sintetasi, (3) y-glutammil transpeptidasi, (4) y-glutammil ciclotransfe- 
rasi, (5) 5-ossiprolinasi e (6) una proteasi intracellulare. 


cellulare ed accetta amminoacidi, soprattutto cistei- 
na e metionina. GSH viene prima trasportato sulla 
superficie esterna della membrana cellulare dove av- 
viene il trasferimento del gruppo y-glutammilico dal 
GSH a un amminoacido esterno. Il y-glutammil am- 
minoacido viene quindi ritrasportato nella cellula e 
convertito in glutammato con un processo a due tap- 
pe in cui l'’amminoacido trasportato viene rilasciato 
e si forma 5-ossiprolina come intermedio. L’ultima 
tappa del ciclo, l’idrolisi di 5-ossiprolina, richiede idro- 
lisi di ATP. Questa sorprendente osservazione (l’idro- 
lisi del legame amidico è quasi sempre un processo 
esoergonico) è una conseguenza del legame amidico 
insolitamente stabile interno della 5-ossiprolina. 


D. | cofattori tetraidrofolato: 
il metabolismo delle unità C; 


Molti processi biosintetici coinvolgono l’aggiun- 


ATP 


ta di una unità C; aiun precursore metabolico. Un 
esempio familiare è la' carbossilazione. Per esempio 
la gluconeogenesi a partire dal piruvato inizia con 
l'aggiunta di un gruppo carbossilico per formare os- 
salacetato (paragrafo 21.1A). Il coenzima coinvolto in 
questa e nella maggior parte delle altre reazioni di 
carbossilazione è la biotina (paragrafo 21.1A). Al con- 
trario, la S-adenosilmetionina funziona come agente 
metilante (paragrafo 24.2E). 

Il tetraidrofolato (THF) è più versatile dei suddet- 
ti cofattori per il fatto che funziona trasferendo uni- 
tà C; in parecchi stati di ossidazione. THF è un de- 
rivato della 6-metilpterina collegato in sequenza al- 
l’acido p-amminobenzoico e a un residuo di Glu (Fig. 
24.36). Fino a cinque residui Glu possono essere lega- 
ti al primo glutammato, tramite legami isopeptidici 
che formano una coda poliglutammilica. 

THF deriva dall’acido folico (dal latino folium, fo- 
glia) una forma doppiamente ossidata di THF, che 
deve essere ridotta enzimaticamente prima di diven- 
tare un coenzima attivo (Fig. 24.37). Entrambe le ri- 
duzioni sono catalizzate dalla diidrofolato redut- 
tasi (DHFR).I mammiferi non possono sintetizzare 
acido folico ed esso quindi deve essere introdotto con 
la dieta o fornito da microorganismi intestinali. 

Le unità C; vengono attaccate covalentemente al 
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Figura 24.36 Il tetraidrofolato (THF). 
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Figura 24.37 La riduzione in due tappe del folato a THf. Entrambe 
le reazioni sono catalizzate dalla diidrofolato reduttasi (DHFR). 


Tabella 24.1 Livelli ‘di’ oss 


Livello di ossidazione 


KE talee Roke0n: 


7,8-diidrofolato 
(DHF) 


Gruppo trasportato 


h 
NADPH . NADP* 


i 
NI —R I0N-—R 
H H 
Tetraidrofolato 


(THF) 


dazione de gRpRI Gi VE Spori da THE 


Derivato(i) di THF 


Metanolo Metilico (—CH;3) 
Formaldeide Metilenico (—-CH3—) 
Formiato Formilico (—CH=0) 


Formimminico (—CH=NH) 
Metenilico (—CH=") 


THF in corrispondenza delle sue posizioni N(5), N(10) 
o N(5) e N(10). Queste unità C,, che possono essere 
ai livelli di ossidazione di formiato, formaldeide o 
metanolo (Tabella 24.1), sono tutte interconvertibili 
tramite reazioni enzimatiche di ossidoriduzione (Fig. 
24.38). 

La via principale di ingresso delle unità C, nel pool 
THF è come N*,N!°-metilene-THF attraverso la 
conversione di serina in glicina da parte della serina 
idrossimetil transferasi (paragrafi 24.3B e 24.5A) e 
il taglio della glicina da parte della glicina sintasi (il 
sistema di taglio della glicina; paragrafo 24.3B, Fig. 
24.11). Anche V’istidina fornisce unità C; attraverso 
la sua degradazione con susseguente formazione di 
N°-formimmino-THF (Fig. 24.13, reazione 11). 


N3-metil-THF 
N5,N'°-metilen-THF 
N5-formil-THF, N'°-formil-THF 
+ N°-formimmino-THF 
N5,N'9-metenil-THF 


Una unità C; delle varie forme di THF può avere 
diversi destini (Fig. 24.39): 


1. L’unità può essere usata direttamente come 
N5,N20-metilene-THF nella conversione del deos- 
sinucleotide dUMP a dTMP da parte della timidi- 
lato sintasi (paragrafo 26.4B). 

2. Può essere ridotta a N5-metil-THF per la sintesi 
della metionina dall’omocisteina (paragrafo 24.3E). 

3. Può essere ossidata attraverso N°,N!°metenil-THF 
a N!°-formil-THF per essere usata nella sinte- 
si delle purine (paragrafo 26.2A). Poiché l’anel- 
lo purinico dell'ATP è coinvolto nella. biosinte- 
si dell’istidina in microorganismi e piante (pa- 
ragrafo 24.5B), l’N'°-formil-THF è pure indiret- 
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Figura 24.38 L’interconversione delle unità C; trasportate 
dal THF. 
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tamente coinvolto in questa via. I procarioti usa- 
no N'°-formil-THF in una reazione di formilazio- 
ne che genera formilmetioniltRNA, di cui essi 
hanno bisogno per dare inizio alla sintesi protei- 
ca (paragrafo 30.30). 


Le sulfonamidi (i sulfamidici) quali la sulfanila- 
mide sono antibiotici che sono analoghi strutturali 
dell’acido p-amminobenzoico costituente di THF. 


î Ù 
Il 
HN-()-s_nar HN-()_c-on 
(0) 
Acido 
Sulfonamidi p-amminobenzoico 


(R = H sulfanilamide) 


| Essi inibiscono in modo competitivo la sintesi batte- 


rica di THF a livello della tappa dell’incorporazione 
dell’acido p-amminobenzoico, bloccando quindi le 
suddette reazioni che necessitano di THF. L’incapaci- 
tà dei mammiferi di sintetizzare acido folico li rende 
insensibili alle sulfonamidi, il che rende conto dell’u- 
tilità medica di questi agenti antibatterici. 


5. LA BIOSINTESI 
DEGLI AMMINOACIDI 


Molti amminoacidi sono sintetizzati attraverso 
vie metaboliche che sono presenti solo in piante e mi- 
croorganismi. Poiché i mammiferi devono introdur- 
re questi amminoacidi con la loro dieta, queste so- 
stanze vengono definite amminoacidi essenziali. 
Gli altri amminoacidi, che possono essere sintetizza- 
ti dai mammiferi a partire da intermedi comuni, so- 
no chiamati amminoacidi non essenziali. Gli am- 
minoacidi essenziali e quelli non essenziali per l’uo- 
mo sono elencati nella Tabella 24.2. L’arginina è clas- 
sificata come essenziale anche se è sintetizzata attra- 
verso il ciclo dell’urea (paragrafo 24.2D), per il fatto 
che essa è necessaria in quantità molto maggiori ri- 
spetto a quelle che possono essere prodotte attraver- 
so questa via durante la normale crescita e lo svilup- 
po dei bambini (ma non degli adulti). 

Gli amminoacidi essenziali si trovano in proteine 
animali e vegetali. Proteine diverse, però, contengo- 
no proporzioni diverse degli amminoacidi essenzia- 
li. Le proteine del latte, per esempio, li contengono 
tutti nelle proporzioni necessarie per una appropria- 
ta nutrizione umana. Le proteine dei fagioli, invece, 
contengono lisina in abbondanza ma sono carenti in 
metionina, mentre il grano è carente in lisina ma 
contiene abbondante metionina. Una dieta proteica 
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Tabella 24.2 Amminoacidi essenziali e non essenziali per 
l’uomo: : 


Essenziali 


Non essenziali 
Arginina* Alanina 
Istidina Asparagina 
Isoleucina Aspartato 
Leucina Cisteina 
Lisina Glutammato 
Metionina Glutammina 
Fenilalanina Glicina 
Treonina Prolina 
Triptofano Serina 
Valina Tirosina 


T——m—__—Ém——_—__——ÉÈn————— 


* Anche se i mammiferi sintetizzano arginina, ne utilizzano la maggior parte 
per formare urea (paragrafi 24.2D e 24.2£). 


bilanciata quindi deve contenere numerose fonti di- 
verse di proteine che si complementino l’una con l’al- 
tra per fornire le proporzioni appropriate di ammi- 
noacidi essenziali. 

In questo paragrafo studieremo le vie coinvolte nella 
formazione degli amminoacidi non essenziali. Pren- 
deremo anche brevemente in considerazione le vie 
degli amminoacidi essenziali come si presentano in 
piante e microorganismi. Dovete tenere in conside- 
razione, però, che anche se parliamo di alcune tra 
le vie più comuni per la biosintesi degli amminoaci- 
di le variazioni all’interno di queste vie tra specie 
differenti sono considerevoli. Per contro, come ab- 
biamo visto, le vie di base del metabolismo di carboi- 
drati e lipidi sono universali. 


A. La biosintesi degli amminoacidi 
non essenziali 


Tutti gli amminoacidi non essenziali tranne la 
tirosina vengono sintetizzati attraverso vie semplici 
che partono da uno dei quattro intermedi metabolici 
comuni: piruvato, ossalacetato, a-chetoglutarato e 
3-fosfoglicerato. La tirosina, che in realtà è male clas- 
sificata tra i non essenziali, viene sintetizzata attra- 


. verso un’unica tappa di idrossilazione dell’amminoa- 


cido essenziale fenilalanina (paragrafo 24.3H). Il fab- 
bisogno dietetico di fenilalanina, infatti, riflette an- 
che il fabbisogno di tirosina. La presenza di tirosina 
nella dieta diminuisce quindi il fabbisogno di fenila- 
lanina. 
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Figura 24.40 Le vie di sintesi di alanina, aspartato, glutammato, asparagina e glutammina 


\ Î _ 
CH: CHy—C—C00 


adi a SES, ; i HoN NHÎ 
coinvolgono rispettivamente la transamminazione di (1) piruvato, (2) ossalacetato e (3) 3 


a-chetoglutarato, e la amidazione di (4) aspartato e (5) glutammato. 


Alanina, asparagina, aspartato, glutammato 
e glutammina vengono sintetizzati a partire 
da piruvato, ossalacetato e a-chetoglutarato 


Piruvato, ossalacetato e a-chetoglutarato sono 
i chetoacidi che corrispondono rispettivamente ad ala- 
nina, aspartato e glutammato. Infatti, come abbiamo 
visto (paragrafo 24.1), la sintesi di ciascuno di questi 
amminoacidi consiste di una reazione di transammi- 
nazione in una tappa (Fig. 24.40, reazioni 1.3). Aspa- 
ragina e glutammina sono sintetizzate rispettivamen- 
te a partire da aspartato e glutammato tramite ami- 
dazione (Fig. 24.40, reazioni 4 e 5). La glutammina 
sintetasi catalizza la formazione di glutammina con 
una reazione in cui NH; è il gruppo amminico do- 
natore e l’ATP viene idrolizzato ad ADP e P; con la 
mediazione del y-glutammilfosfato (Fig. 24.40, rea- 
zione 5). Curiosamente l’amidazione dell’aspartato ad 


Glutammina 


opera della asparagina sintetasi, che genera aspa- 
ragina segue una via diversa; essa utilizza glutam- 
mina come suo gruppo amminico donatore e idroliz- 
za ATP ad AMP+PP; (Fig. 24.40, reazione 4). 


La glutammina sintetasi è un punto 
di controllo centrale del metabolismo dell’azoto 


La glutammina è il gruppo amminico donatore 
nella formazione di molti prodotti biosintetici (vedi 
più avanti) oltre ad essere una forma di immagazzi 
namento dell’ammoniaca. La conseguente posizione 
cardine della glutammina sintetasi nel metabolismo 
dell'azoto rende questo enzima un candidato eccel- 
lente per il controllo del flusso metabolico dei com- 
posti azotati. Le glutammine sintetasi dei mammife- 
ri, infatti, sono attivate dall’a-chetoglutarato, il pro- 
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dotto della deamminazione ossidativa del glutamma- 
to. Questo controllo, presumibilmente, impedisce l’ac- 
cumulo dell’ammoniaca prodotta da quella reazione. 

La glutammina sintetasi batterica, come ha dimo- 
strato Earl Stadtman, ha un sistema di controllo mol- 
to più elaborato. Questo enzima, che consiste di 12 
subunità identiche di 51,6 kD sistemate agli angoli 
di un prisma esagonale (Fig. 24.41), è regolata tanto 
da svariati effettori allosterici quanto da modifica- 
zioni covalenti. Anche se qui non diamo una descri- 
zione completa di questo complesso enzima, nume- 
rosi aspetti del suo sistema di controllo sono degni 
di nota. Nove inibitori allosterici a feedback, ciascuno 
col proprio sito di legame, controllano l’attività della 
glutammina sintetasi batterica in modo cumulativo: 
istidina, triptofano, carbamil fosfato (sintetizzato dalla 
carbamil fosfato sintetasi Il), glucosammina-6-fosfato, 
AMP e CTP sono tutti prodotti finali di vie che parto- 
no dalla glutammina, mentre alanina, serina e glici- 
na riflettono il livello di azoto della cellula. 

La glutammina sintetasi di E. coli viene modificata 
in modo covalente mediante adenilazione di uno spe- 
cifico residuo Tyr (Fig. 24.42). La suscettibilità dell’en- 
zima all’inibizione da feedback cumulativa aumenta 
e quindi la sua attività diminuisce in rapporto al suo 
grado di adenililazione. Il livello di adenililazione è 
controllato da una complessa cascata metabolica, che 
è concettualmente simile a quella che controlla la gli- 
cogeno fosforilasi (anche se il tipo di modificazione 
covalente differisce nel fatto che la glicogeno fosfori- 
lasi è fosforilata in corrispondenza di un residuo Ser 
specifico; paragrafi 17.3B e 17.3C). Sia l’adenililazio- 
ne che la deadenililazione della glutammina sintetasi 
sono catalizzate dalla adenilil transferasi sotto for- 
ma di complesso con una proteina regolatoria tetra- 
merica, Py. Questo complesso deadenilila la glutam- 
mina sintetasi quando Py è uridililata (anch’essa a un 
residuo Tyr) ed adenilila la glutammato sintetasi 
quando Py è priva di residui UMP. Il livello di uri- 
dililazione di Py, a sua volta, dipende dalla attività 
relativa di due funzioni enzimatiche a carico della 
stessa proteina: una uridilil transferasi che uridili- 
la Py e un enzima che rimuove il gruppo uridi- 
lilico che scinde in modo idrolitico i gruppi UMP 
attaccati a Py (Fig. 24.42). La uridilil transferasi vie- 
ne attivata da a-chetoglutarato e da ATP e inibita 
da glutammina e P;, mentre l’enzima che rimuove 
il gruppo uridililico è insensibile a questi metaboliti. 
Questa complessa cascata metabolica rende quindi l’at- 
tività della glutammina sintetasi di E. coli estrema- 
mente sensibile ai fabbisogni di azoto della cellula. 
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Figura 24.41 La struttura ai raggi X della glutammina sintetasi di Sal- 
monella typhimurium. L'enzima consiste di 12 subunità identiche or- 
ganizzate con una simmetria Dg (la simmetria di un prisma esagona- 
Te). (a) Veduta dall'alto lungo l’asse di simmetria sestupla che mostra 
solo le sei subunità dell'anello superiore in blu e verde alternati. Le 
subunità dell'anello inferiore sono più o meno direttamente sotto quelle 
dell'anello superiore. La proteina, comprese le due catene laterali (non 
rappresentate), ha un raggio di 143 A. | sei siti attivi mostrati sono 
contrassegnati dalle coppie di ioni Mn?* (sfere rosse; uno ione me- 
tallico divalente, fisiologicamente Mg?*, è necessario per l’attività 
enzimatica). Ciascun sito di adenililazione, Tyr 397 (in rosso) si trova 
tra due subunità a livello di un raggio superiore a quello del corri- 
spondente sito attivo. (b) Veduta laterale lungo uno degli assi di sim- 
metria che mostra solo sei delle subunità più vicine. La molecola 
si estende per 103 À lungo l’asse di simmetria sestupla, che da questo 
angolo di visuale è verticale. Confrontate questi diagrammi con le 
fotografie al microscopio elettronico della glutammina sintetasi (Fig. 
7.59). (Per gentile concessione di David Fisenberg, UCLA.) 
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mite adenililazione/deadenililazione di un residuo Tyr specifico. Il 
livello di adenililazione della glutammina sintetasi è controllato dal 
livello di uridililazione di un residuo Tyr specifico della adenililtrasfe- 
rasi - Pi. Questo livello di uridililazione, a sua volta, è controllato 
dalle attività relative di uridilil transferasi, che è sensibile ai livelli 
di numerosi metaboliti dell'azoto, e dell'enzima che rimuove l’uridi- 
le, la cui attività è indipendente dai livelli di questi metaboliti. 


i Figura 24.42 La regolazione della glutammina sintetasi batterica tra- 
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Il glutammato è il precursore 
di prolina, ornitina ed arginina 


La conversione del glutammato in prolina (Fig. 
24.43, reazioni 1.4) coinvolge la riduzione del grup- 
po y-carbossilico ad aldeide seguita dalla formazione 
di una base di Schiff interna la cui ulteriore riduzio- 
ne genera prolina. La riduzione del gruppo 
y-carbossilico del glutammato ad aldeide è un pro- 
cesso endoergonico che è facilitato dalla precedente 
fosforilazione del gruppo carbossilico ad opera della 
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Figura 24.43 La biosintesi degli amminoacidi della «famiglia del glutamma- 
to»: arginina, ornitina e prolina. Gli enzimi che catalizzano la biosintesi 
della prolina sono (1) y-glutammii chinasi, ‘(2) deidrogenasi, (3) reazione 
non enzimatica e (4) pirrolina-5-carbossilato reduttasi. Gli enzimi che cata- 
lizzano la biosintesi dell’ornitina sono (5) N-acetilglutammato sintasi, (6) 
acetilglutammato chinasi, (7) N-acetil-y-glutammil fosfato deidrogenasi, (8) 
N-acetilornitina-S&-amminotransferasi e (9) acetilornitina deacetilasi. Una via 
alternativa che porta all’ornitina è attraverso la reazione (10), ornitina-3-am- 
minotransferasi. L'ornitina è convertita in arginina (11) tramite il ciclo del- 
l’urea (Fig. 24.4, reazioni 2-4). 
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y-glutammil chinasi. Il prodotto instabile, 
glutammato-5-fosfato, non è stato isolato dalle mi- 
scele di reazione, ma si presume che costituisca il 
substrato per la susseguente riduzione. La risultante 
glutammato-5-semialdeide ciclizza spontaneamen- 
te formando la base di Schiff interna A!-pirroli- 
na-5-carbossilato. La riduzione finale a prolina è 
catalizzata dalla pirrolina-5-carbossilato redutta- 
si. Non è chiaro se l’enzima necessiti di NADH o 
NADPH. 

In E. coli la via da glutammato a ornitina e quindi 
ad arginina coinvolge analogamente la riduzione so- 
stenuta da ATP del gruppo y-carbossilico del glutam- 
mato ad aldeide (Fig. 24.43, reazioni 6 e 7). La cicliz- 
zazione spontanea di questo intermedio, N-acetil- 
glutammato-5-semialdeide, è impedita dalla pre- 
cedente acetilazione del suo gruppo amminico ad ope- 
ra della N-acetilglutammato sintetasi che genera 
N-acetilglutammato (Fig. 24.43, reazione 5). La 
N-acetilglutammato-5-semialdeide a sua volta, è con- 
vertita nella corrispondente ammina mediante tran- 
samminazione (Fig. 24.43, reazione 8). L’idrolisi del 
gruppo che protegge l’acetile, alla fine, genera orni- 
tina che, come abbiamo visto (paragrafo 24.2), viene 
convertita in arginina attraverso il ciclo dell’urea. Nel- 
l’uomo, però, la via che porta all’ornitina è più diret- 
ta. La N-acetilazione del glutammato che lo protegge 
dalla ciclizzazione non avviene. La glutammato-5- 
semialdeide, invece, che è in equilibrio con il 
A*-pirrolina-5-carbossilato, viene transamminata di- 
rettamente generando ornitina con una reazione ca- 
talizzata dalla ornitina-j-amminotransferasi (Fig. 
24.43, reazione 10). 


Serina, cisteina e glicina 
derivano dal 3-fosfoglicerato 


La serina è formata a partire dall’intermedio 
glicolitico 3-fosfoglicerato in una via metabolica a tre 
tappe (Fig. 24.44): 


1. La conversione del gruppo 2-OH del 3-fosfo- 
glicerato in chetone con formazione di 3-fosfo- 
idrossipiruvato, il chetoacido fosforilato analo- 
go della serina. 

2. La transamminazione del 3-fosfoidrossipiruvato a 
fosfoserina. 

3. L’idrolisi della fosfoserina che genera serina. 


La serina partecipa alla sintesi della glicina in due 
modi (paragrafo 24.3B): 


1. La conversione diretta della serina in glicina ad 
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Figura 24.44 La conversione del 3-fosfoglicerato in serina. Gli enzimi 
della via metabolica sono (1) 3-fosfoglicerato deidrogenasi, (2) una 
amminotransferasi dipendente da PLP e (3) fosfoserina fosfatasi. 


opera della serina idrossimetil trasferasi con una 
reazione che genera anche N°,N!°-metilene-THF 
(Fig. 24.9, reazione 4 all’inverso). 

2. La condensazione dell’N°,N10-metilene-THF con 
CO, e NH4* da parte della glicina sintasi (Fig. 
24.9, reazione 3 all’inverso). 


Abbiamo già parlato della sintesi della cisteina a par- 
tire dalla serina e dall’omocisteina, un prodotto di 
demolizione della metionina (paragrafo 24.3E). L’o- 
mocisteina si combina con la serina generando cista- 
tionina, che successivamente forma cisteina e a-che- 
tobutirrato (Fig. 24.14, reazioni 5 e 6). Poiché il grup- 
po sulfidrilico della cisteina deriva dall’amminoaci- 
do essenziale metionina, la cisteina è realmente un 
amminoacido essenziale. 
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B. La biosintesi 
degli amminoacidi essenziali 


Gli amminoacidi essenziali, come quelli non es- 
senziali, sono sintetizzati a partire da precursori me- 
tabolici familiari. Le loro vie di sintesi, tuttavia, sono 
presenti solo in piante e microorganismi e di solito 
richiedono più tappe di quelle degli amminoacidi non 
essenziali. Per esempio, lisina, metionina e treonina 
sono tutte sintetizzate a partire dall’aspartato attra- 
verso vie metaboliche la cui prima reazione comune 
è catalizzata dalla aspartochinasi, un enzima che 
è presente solo in piante e microorganismi. Analoga- 
mente, valina e leucina sono formate dal piruvato, 
l’isoleucina è generata da piruvato e a-chetobutirrato, 
e triptofano, fenilalanina e tirosina sono formate a 
partire da fosfoenolpiruvato e eritrosio-4-fosfato. Gli 
enzimi che sintetizzano gli amminoacidi essenziali 
sono stati apparentemente persi presto nel corso del- 
l'evoluzione degli animali, probabilmente a causa del- 
la facile reperibilità di questi amminoacidi con l’ali- 
mentazione. 

Tempo e spazio ci impediscono di parlare in detta- 
glio delle molte reazioni interessanti che si trovano 
in queste vie metaboliche. Le vie biosintetiche della 
famiglia di amminoacidi dell’aspartato, della fami- 
glia del piruvato, della famiglia aromatica, e dell’isti- 
dina sono illustrate nelle Figg. 24.45-24.48 assieme 
all'elenco degli enzimi in esse coinvolti. Numerosi 
erbicidi utili in agricoltura e sviluppati di recente 
sono inibitori specifici di alcuni di questi enzimi. Que- 
sti erbicidi sono scarsamente tossici per gli animali 
e quindi rappresentano un rischio minimo per la sa- 
lute dell’uomo e per l’ambiente. 


La famiglia dell’aspartato: 
lisina, metionina e treonina 


1102] Nei batteri, l’aspartato è il precursore comune 
di lisina, metionina e treonina (Fig. 24.45). La biosin- 
tesi di questi amminoacidi essenziali inizia con la fo- 


Figura 24.45 La biosintesi degli amminoacidi della «famiglia dell’a- 
spartato»: lisina, metionina e treonina. Gli enzimi della via sono (1) 
aspartochinasi, (2) f-aspartato semialdeide deidrogenasi, (3) omoseri- 
na deidrogenasi, (4) omoserina chinasi, (5) treonina sintasi (un enzi- 
ma PLP), (6) omoserina aciltransferasi, (7) cistationina-y-sintasi, (8) 
cistationina-B-liasi, (9) omocisteina metil transferasi (che è presente 
anche nei mammiferi; paragrafi 24.3£), (10) diidropicolinato sintasi, 
(11) A'-piperidina-2,6-dicarbossilato deidrogenasi, (12) N-succi- 
nil-2-ammino-6-chetopimelato sintasi, (13) succinil-diamminopimelato 
amminotransferasi (un enzima PLP), (14) succinil-diamminopimelato 
desuccinilasi, (15) diamminopimelato epimerasi e (16) diamminopi- 
melato decarbossilasi. 
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Tabella 24.3 Controllo differenziale degli isoenzimi della 


'aspartochinasi in.F. coli 


Inibitore a 


‘ ne 
Enzima feedback Corepressore/i 
Aspartochinasi | Treonina Treonina e 
isoleucina 
Aspartochinasi ll Nessuno Metionina 
Aspartochinasi Ill  Lisina Lisina 


* | composti la cui presenza ha come risultato la repressione della sintesi del- 
l'enzima (paragrafo 29.3E). 


sforilazione catalizzata dalla aspartochinasi dell’aspar- 
tato che genera aspartil-8-fosfato. Abbiamo visto 
che il controllo delle vie metaboliche avviene comu- 
nemente in corrispondenza del primo passaggio fi- 
nalizzato della via. Ci si potrebbe quindi aspettare 
che la biosintesi di lisina, metionina e treonina sia 
controllata come gruppo. In realtà, ciascuna di que- 
ste vie è controllata in modo indipendente. L'E. coli 
utilizza tre isozimi della aspartochinasi che rispon- 
dono in modo differente ai tre amminoacidi sia a li- 
vello di inibizione a feedback dell’attività enzimatica 
che di repressione della sintesi dell'enzima. La Ta- 
bella 24.3 riassume questo controllo differenziale. In 
più, la direzione della via è controllata da parte dei 
singoli amminoacidi tramite inibizione a feedback in 
corrispondenza dei punti di diramazione. La metio- 
nina quindi inibisce la O-acilazione dell’omoserina 
(Fig. 24.45, reazione 6), e la lisina inibisce la forma- 
zione di diidrodipicolinato (Fig. 24.45, reazione 10). 


La famiglia del piruvato: 
leucina, isoleucina e valina 


Valina ed isoleucina sono entrambe sintetizza- 
te attraverso la stessa via a cinque tappe (Fig. 24.46), 
con un’unica differenza in corrispondenza della pri- 
ma tappa. In questa reazione dipendente da tiamina 
pirofosfato, che assomiglia a quelle catalizzate da pi- 
ruvato decarbossilasi (paragrafo 16.38) e transcheto- 
lasi (paragrafo 21.4C), il piruvato forma un addotto 
con TPP, che viene decarbossilato a idrossietil-TPP. 
Questo carbanione stabilizzato dalla risonanza si ag- 
giunge al gruppo chetonico di un secondo piruvato 
generando a-acetolattato sulla via per la valina, op- 
pure al gruppo chetonico del derivato della treonina 
a-chetobutirrato generando a-aceto-a-idrossibu- 
tirrato sulla via per la leucina. La via biosintetica 
della leucina si dirama dalla via della valina a livello 
dell’a-chetoisovalerato (Fig. 24.46, reazione 6). Le rea- 
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zioni da 6 a 8 della Fig. 24.46 ricordano le prime 
tre reazioni del ciclo dell’acido citrico (paragrafi 
19.3A-C). 

In questo caso, acetil-CoA si condensa con 
a-chetoisovalerato generando a-isopropilmalato, 
che quindi va incontro a una reazione di deidrata- 
zione/idratazione seguita da decarbossilazione ossi- 
dativa e transamminazione che generano leucina. 


Gli amminoacidi aromatici: 
fenilalanina, tirosina e triptofano 


1104]I precursori degli amminoacidi aromatici sono 


Corismato 


Figura 24.47 La biosintesi del corismato, il 

precursore degli amminoacidi aromatici. Gli 
COO enzimi della via sono (1) 2-cheto-3-deos- 
si-p-arabinoeptulosionato-7-fosfato sintasi, (2) 
deidrochinato sintasi (una reazione che ne- 
cessita di NAD* e genera un inalterato pro- 
dotto NAD* ed è quindi indicativa di un in- 
termedio ossidato analogamente a quanto av- 
viene nella reazione della UDP-galattosio-4e- 
pimerasi: paragrafo 16.58), (3) 5-deidrochinato 
deidratasi, (4) shikimato deidrogenasi, (5) shi- 
kimato chinasi, (6) 3-enoilpiruvilshikima- 
to-5-fosfato sintasi e (7) corismato sintasi. 


gli intermedi glicolitici fosfoenolpiruvato (PEP) ed 
eritrosio-4-fosfato (un intermedio della via del pento- 
sio fosfato; paragrafo 21.4C). La loro condensazione 
genera 2-cheto-3-deossi-D-arabinoeptulosiona- 
to-7-fosfato, un composto C7 che ciclizza e viene al- 
la fine convertito in corismato (Fig. 24.47), il punto 
di diramazione della biosintesi del triptofano. Il cori- 
smato viene convertito o ad antranilato e quindi a 
triptofano, oppure a prefenato e quindi o a tirosina 
o a fenilalanina (Fig. 24.48). 

Anche se i mammiferi sintetizzano tirosina tramite 
idrossilazione della fenilalanina (paragrafo 24.3H), 
molti microorganismi la sintetizzano direttamente dal 
prefenato. 
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Figura 24.48 La biosintesi di fenilalanina, triptofano e tirosina a parti- 
re dal corismato. Gli enzimi della via sono (1) antranilato sintasi, (2) 
antranilato-fosforibosil transferasi, (3) N-(5'-fosforibosil)-antranilato iso- 
merasi, (4) indolo-3-glicerol fosfato sintasi, (5) triptofano sintasi, subu- 
nità a, (6) triptofano sintasi, subunità 8, (7) corismato mutasi, (8) pre- 
fenato deidrogenasi, (9) amminotransferasi, (10) prefenato deidratasi 
e (11) amminotransferasi. 
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Un tunnel proteico incanala 
il prodotto intermedio della triptofano sintasi 
tra due siti attivi 


1105] Le due reazioni finali della biosintesi del trip- 


tofano, le reazioni 5 e 6 della Fig. 24.48, sono en- 
trambe catalizzate dalla triptofano sintasi: 


1. La subunità a (29 kD) di questo enzima «26: bi- 
funzionale taglia l’indolo-3-glicerolo fosfato ge- 
nerando indolo e gliceraldeide-3-fosfato (reazio- 
ne 5). 

2. La subunità 8 (43 kD) unisce l’indolo con la 
L-serina in una reazione dipendente da PLP che 
genera L-triptofano (reazione 6). 


Ciascuna subunità isolata è enzimaticamente attiva 
ma, quando sono unite nel tetramero 262, la velo- 
cità di entrambe le reazioni e l’affinità per i substra- 
ti aumentano di 1 o 2 ordini di grandezza. L’indolo, 
il prodotto intermedio, non compare libero in solu- 
zione; apparentemente l’enzima lo sequestra. 

La struttura ai raggi X della triptofano sintasi di 
Salmonella typhimurium, determinata da Craig Hv- 
de, Edith Miles e David Davies, spiega quest’ultima 
osservazione. La proteina forma un complesso sim- 
metrico a-8-6-a lungo 150 À (Fig. 24.49) in cui i siti 
attivi di subunità a e f adiacenti sono separati da 
-25 À. Questi siti attivi sono uniti da un tunnel pie- 
no di solvente che è abbastanza largo da contenere 
il substrato intermedio, l’indolo. Questa struttura sen- 
za precedenti suggerisce la seguente serie di eventi. 
Il substrato indolo-3-glicerolo fosfato si lega alla su- 
bunità @ tramite un’apertura nel suo sito attivo, la 
sua «porta di fronte», e il prodotto gliceraldeide-3-fo- 
sfato se ne va per la stessa via. Analogamente, il sito 
attivo della subunità 8 ha una apertura verso il sol- 
vente tipo «porta di fronte» attraverso cui entra la 
serina ed esce il triptofano. Entrambi i siti attivi han- 
no anche delle «porte sul retro» che sono collegate 
dal tunnel. L’intermedio indolo, presumibilmente, dif- 
fonde tra i due siti attivi tramite il tunnel e quindi 
non si disperde nel solvente. 

Questo fenomeno, in cui l'intermedio di due rea- 
zioni viene direttamente trasferito da un sito attivo 
di un enzima all’altro, viene definito incanalamen- 
to (channeling; il termine «tunnelling» viene riserva- 
to a certi fenomeni di meccanica quantistica). L’inca- 
nalamento aumenta la velocità di una via metabolica 
sia impedendo la perdita dei suoi prodotti intermedi 
che proteggendo questi intermedi dalla degradazio- 
ne. Abbiamo visto un fenomeno simile nella serie 
di reazioni catalizzata dalla acido grasso sintasi in 
cui il prodotto che sta crescendo viene tenuto in pros- 


Figura 24.49 La struttura ai raggi X dell'enzima bifunzionale triptofa- 
no sintasi di S. typhimurium di cui è rappresentata la superficie mole- 
colare. È mostrata solo una unità «8 di questo eterotetramero simme- 
trico @263: i punti blu delineano la superficie della subunità @ (268 
residui), i punti turchese delineano la superficie della subunità 8 (397 
residui) e i punti gialli delineano l'interfaccia tra subunità adiacenti. 
Il sito attivo della subunità « è localizzato grazie all’inibitore compe- 
titivo ad esso legato indolpropanol fosfato (superficie a punti rossi 
a destra), mentre quello della subunità 8 è marcato dal suo coenzima 
PLP (superficie gialla con punti rossi a sinistra). Il «tunnel» che mette 
in comunicazione i siti attivi delle subunità & e f, attraverso cui si 
ritiene che l’indolo prodotto dalla reazione della subunità « passi 
al sito attivo della subunità 8, è evidenziato in verde. (Per gentile 
concessione di Craig Hyde, Edith Miles e David Davies, NIH.) 


simità del sito attivo dell'enzima multifunzionale tra- 
mite un’unione covalente al braccio flessibile di fo- 
sfopantoteina dell’enzima (paragrafo 23.4C). L’inca- 
nalamento è implicato anche nella biosintesi a più 
tappe di purine e pirimidine (paragrafo 26.3A). 


La biosintesi dell’istidina 


Cinque dei sei atomi di C dell’istidina deriva- 
no dal 5-fosforibosil-a-pirofosfato (PRPP; Fig. 
24.50), un intermedio coinvolto anche nella biosin- 
tesi del triptofano, (Fig. 24.48, reazione 2), dei nu- 
cleotidi purinici (paragrafo 26.2A) e dei nucleotidi 
pirimidinici (paragrafo 26.3A). Il sesto carbonio del 
l’istidina deriva dall'ATP. Gli atomi dell'ATP che 
non vengono incorporati nell’istidina sono eliminati 
come 5-amminoimidazolo-4-carbossamide ribo- 
nucleotide (Fig. 24.50, reazione 5), che è anche un 
intermedio della biosintesi delle purine (paragrafo 
26.2A). 


see ——_ 
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Figura 24.50 La biosintesi dell’istidina. Gli enzimi della via sono (1) 
ATP fosforibosil transferasi, (2) pirofosfo idrolasi, (3) fosforibosi(-AMP 
cicloidrolasi, (4) fosforibosilformimmino-5-amminoimidazolo carbos- 
samide ribonucleotide isomerasi, (5) glutammina amidotransferasi, (6) 
imidazolo glicerolo fosfato deidratasi, (7) L-istidinolo fosfato ammi- 
notransferasi, (8) istidinolo fosfato fosfatasi, (9) istidinolo deidrogenasi. 


L’insolita biosintesi dell’istidina a partire da una pu- 
rina è stata citata come prova a favore dell’ipotesi 
che la vita fosse in origine basata sull’RNA (paragra- 
fo 1.4C). I residui His, come abbiamo visto, sono spesso 
componenti di siti attivi enzimatici dove funzionano 
come catalizzatori nucleofilici e/o catalizzatori gene- 
rali acido-base. La recente scoperta che l’RNA può 
avere proprietà catalitiche (paragrafo 29.4C) suggeri- 
sce quindi che la molecola di imidazolo delle purine 
giochi un ruolo simile in questi enzimi a RNA (ribo- 
zimi). Questo vieppiù suggerisce che la via della bio- 
sintesi dell’istidina sia un «fossile» della transizione 
verso forme di vita più efficienti basate sulle proteine. 


6. LA FISSAZIONE DELL'AZOTO 


Gli elementi chimici principali nei sistemi vi- 
venti sono O, H, C, N e P. Gli elementi O, H e P sono 
ampiamente presenti in forma metabolicamente di- 
sponibile (H,0, O. e P;). Le forme maggiormente di- 
sponibili di C e N, CO» e N2, sono estremamente sta- 
bili (non reattive); per esempio, il triplo legame N=N 
ha una energia di legame di 945 kJ - mol”! (contro 
351 kJ- mol?! per un singolo legame C—O). La CO», 
con poche eccezioni minori, viene metabolizzata (fis- 
sata) solo da organismi fotosintetici (Capitolo 22). La 
fissazione dell’N, è ancora meno comune; questo ele- 
mento è convertito in forme metabolicamente utili so- 
lo da pochi ceppi di batteri. 

I batteri che fissano l’azoto del genere Rhizobium 
vivono in simbiosi con le cellule dei noduli delle ra- 
dici dei legumi (piante che appartengono alla fami- 
glia dei piselli compresi fagioli, trifoglio e alfalfa) do- 
ve convertono Ì’N., in NH3. 


N2+8H* + 8e7 + 16ATP —> 
— 2NH3+ H2+ 16ADP +16P; 


L’NH3 così formato può essere incorporato nel glu- 
tammato ad opera della glutammato deidrogenasi (pa- 
ragrafo 24.1) o nella glutammina ad opera della glu- 
tammina sintetasi (paragrafo 24.5A). Questo sistema 
di fissazione dell’azoto produce più azoto metaboli- 
camente utile di quanto necessitino i legumi; l’ecces- 


so viene immesso nel terreno, arricchendolo. È quin- 
di una pratica comune in agricoltura seminare un 
campo con alfalfa a intervalli di pochi anni per accu- 
mulare nel terreno una riserva di azoto utilizzabile 
da parte di altri tipi di raccolto successivi. 


La nitrogenasi possiede 
numerosi siti di ossido-riduzione 


[1108] La nitrogenasi, che catalizza la riduzione 
dell’N, in NH; consiste di due proteine: 


1. La proteina MoFe, una proteina di — 220 kD dal- 
la struttura in subunità «28, che contiene Fe e 
Mo. 

2. La proteina Fe, un dimero di due subunità iden- 
tiche di —64 kD che contiene Fe. 


Molto del Fe di queste proteine è contenuto in centri 
[4Fe-4S] (paragrafo 20.2C). La proteina Fe contiene un 
centro [4Fe-4S] in ciascun dimero e due siti leganti 
ATP, mentre la proteina MoFe contiene quattro cen- 
tri [4Fe-4S] oltre a due centri contenenti Mo di strut- 
tura ignota ma che si ritiene abbia la composizione 
[6Fe-Mo-6S]. 

La nitrogenasi viene rapidamente inattivata da O2 
così che l'enzima deve essere protetto da questa so- 
stanza reattiva. I cianobatteri (batteri fotosintetici che 
sviluppano ossigeno; paragrafo 1.1A) proteggono 
l'enzima effettuando la fissazione dell’azoto in cel- 
lule specializzate non fotosintetiche, chiamate ete- 
rocisti, che hanno il Fotosistema I ma sono prive 
del Fotosistema II (paragrafo 22.2C). Nei noduli del- 
le radici dei legumi (Fig. 24.51), però, la protezione — 
è fornita dalla sintesi simbiotica di legemoglobina. 
La porzione globinica di questa proteina monomeri- 
ca che lega ossigeno è sintetizzata dalla pianta (una 
curiosità evoluzionistica dato che le globine sono al- 
trimenti presenti solo negli animali) mentre l’eme 
è sintetizzato dal Rhizobium. La legemoglobina ha 
una affinità molto alta per O:, e mantiene quindi 
la pO: a livelli abbastanza bassi da proteggere la 
nitrogenasi pur fornendo un trasporto passivo di Oz 
per il batterio aerobio. 


La riduzione di N, è energeticamente costosa 


La fissazione dell’azoto ha bisogno di due par- 
tecipanti oltre a N, e nitrogenasi: (1) una sorgente 
di elettroni e (2) ATP. Gli elettroni vengona generati 
o per via ossidativa o per via fotosintetica, a seconda 
dell’organismo. Questi elettroni vengono trasferiti alla 
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Figura 24.51 Fotografia che mostra i noduli delle radici del legume 
trifoglio a zampa di gallina. (The Nitragin Co., Inc.) 


ferredossina, una proteina trasportatrice di elettroni 
contenente [4Fe-45] che trasferisce un elettrone alla 
proteina Fe della nitrogenasi, dando inizio al proces- 
so di fissazione dell’azoto (Fig. 24.52). Due molecole 
di ATP si legano alla proteina Fe ridotta e sono idro- 
lizzate col passaggio dell’elettrone dalla proteina Fe 
alla proteina MoFe. Si ritiene che l’idrolisi dell'ATP 
determini un cambiamento conformazionale nella 
proteina Fe che altera il suo potenziale di ossidoridu- 
zione da —0,29 a —0,40 V rendendo l’elettrone capa- 
ce di ridurre VN, (£°’ per semi-reazione 
Ns +6HT ="2NH; è = 0,34 V). 

La vera riduzione di N, avviene sulla proteina 
MoFe in tre tappe discrete, di cui ciascuna interessa 
una coppia di elettroni: 


Figura 24.52 Il flusso di elettroni nel- 
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2H "+ 2e7 2H "+ 2eT 21I°+ 2eT 


II ti | 
N=N Ho-N=N—_H NN 2NH. 


/ \ 
H H 
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Il trasferimento di elettroni deve avvenire sei volte 
per ogni molecola di N; fissata, così che è necessa- 
rio un totale di 12 molecole di ATP per fissare una 
molecola di N2. La nitrogenasi, però, riduce anche 
H;0 in H. che, a sua volta, reagisce con una diim- 
mina riformando N». 


HN=NH+H, —> N2+2H2 


Questo ciclo futile è favorito quando il livello di ATP 
è basso e/o la riduzione della proteina Fe è scarsa. 
Anche quando ATP è abbondante, però, il ciclo non 
può essere interamente soppresso oltre circa una mo- 
lecola di Hz prodotta per N. ridotto. Il costo totale 
della riduzione di N: è quindi di 8 elettroni trasfe- 
riti e 16 ATP idrolizzati. La fissazione dell’azoto è 
un processo energeticamente dispendioso; i batteri 
che fissano l’azoto presenti nei noduli delle radici del- 
le piante di pisello consumano quasi il 20% dell'ATP 
prodotto dalla pianta. 

Anche se N, atmosferico è la fonte di azoto per 
tutti gli esseri viventi, la maggior parte delle piante 
non sostengono la crescita simbiotica dei batteri che 
fissano l'azoto. Esse dipendono quindi da una fonte 
di azoto «prefissato» come nitrato o ammoniaca. Que- 
sti nutrienti derivano dalla materia organica in de- 
composizione nel terreno o da fertilizzanti forniti dal- 
l’esterno. Il processo di Haber, che è stato inventato 
da Fritz Haber nel 1910, è un processo chimico per 
la fissazione di N, che è ancora largamente usato 
nella produzione di fertilizzanti. Questa riduzione 
diretta di N3 da parte di H, che genera NH; ha bi- 
sogno di una temperatura di 500 °C, una pressione 
di 300 atm e un catalizzatore di ferro. Uno dei prin- 


i ZADP + 2P, 
la riduzione di N, catalizzata dalla ni- A n 
trogenasi. (Ferredossina);g (Proteina Fe)ss | (Proteina MoFe)ra N, + 8H 
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cipali scopi a lungo termine dell’ingegneria genetica 
(paragrafo 28.8) è quello di indurre piante non legu- 
minose utili in agricoltura a fissare il proprio azoto, 
un processo complesso in cui la pianta deve essere 
resa capace di fornire un ambiente ospitale per la 
fissazione dell’azoto oltre ad acquisire il macchina- 
rio enzimatico per farlo. Questo libererebbe gli agri- 
coltori, particolarmente quelli dei Paesi in via di svi- 
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luppo, dalla necessità o di acquistare fertilizzanti o 
di lasciare periodicamente riposare i loro campi (dan- 
do ai legumi l’opportunità di crescere) o di seguire 
le tecniche del «debbio» (diboscamento e incendio) che 
stanno distruggendo le foreste tropicali del mondo 
oltre a contribuire in modo significativo all’effetto 
serra (l'inquinamento atmosferico da CO; che deter- 
mina un riscaldamento globale a lungo termine). 


110) Gli amminoacidi sono i precursori di numerosi 
composti azotati come l’eme, le ammine fisiologica- 
mente attive e il glutatione. Gli amminoacidi in ecces- 
so vengono convertiti in intermedi metabolici comuni 
per essere usati come combustibile. Il primo passag- 
gio nella demolizione degli amminoacidi è la rimozio- 
ne del gruppo a-amminico mediante transammina- 
zione. Le transamminasi richiedono piridossal fosfa- 
to (PLP) e convertono gli amminoacidi nei loro 
a-chetoacidi corrispondenti. Il gruppo amminico vie- 
ne trasferito all’a-chetoglutarato formando glutam- 
mato, all’ossalacetato formando aspartato o al piru- 
vato formando alanina. Il glutammato È successiva- 
mente deamminato in modo ossidativo formando am- 
moniaca e rigenerando a-chetoglutarato. 

Nel ciclo dell’urea i gruppi amminici dell’ammonia- 
ca e dell’aspartato si combinano con l’HCOz gene- 
rando urea. 

Questa via metabolica ha sede nel fegato, in parti- 
colare nel mitocondrio, e parzialmente nel citosol. Ini- 
zia con una condensazione dipendente da ATP di 
NHÎ e HCO; ad opera della carbamil fosfato sinte- 
tasi. Il carbamil fosfato risultante si combina quindi 
con l’ornitina generando citrullina, che si combina con 
l’aspartato formando argininosuccinato che, a sua vol- 
ta, viene scisso in fumarato e arginina. L’arginina 
viene quindi idrolizzata a urea, che è escreta, e ad 
ornitina, che rientra nel ciclo dell’urea. 

L’N-acetilglutammato regola il ciclo dell’urea atti- 
vando allostericamente la carbamil fosfato sintetasi. 

Gli a-chetoacidi prodotti dalle reazioni di transam- 
minazione sono degradati in intermedi del ciclo del- 
l’acido citrico o in loro precursori. Gli amminoacidi 
leucina e lisina sono chetogenici nel senso che vengo- 
no convertiti solo nei precursori dei corpi chetonici 
acetil-CoA ed acetoacetato. Gli altri amminoacidi so- 
no, per lo meno in parte, glucogenici nel senso che 


sono convertiti nei precursori del glucosio: piruvato, 
ossalacetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA e fuma- 
rato. 

Alanina, cisteina, glicina, serina e treonina sono con- 
vertiti in piruvato. La serina idrossimetil transferasi 
catalizza il taglio PLP-dipendente del legame Ca—Cs 
della serina formando glicina. La reazione ha biso- 
gno di tetraidrofolato (THF) come accettore di unità 
C;. Asparagina e aspartato sono convertiti in ossa- 
lacetato. L’a-chetoglutarato è un prodotto della de- 
gradazione di arginina, glutammato, glutammina, 
istidina e prolina. 

Metionina, isoleucina e valina vengono degradati in 
succinil-CoA. La demolizione della metionina coinvol- 
ge la sintesi di S-adenosilmetionina (SAM), uno ione 
sulfonio che funziona come donatore di gruppi meti- 
lici in molte reazioni biosintetiche. La malattia delle 
urine a sciroppo d’acero è determinata da un difetto 
ereditario della degradazione degli amminoacidi a ca- 
tena ramificata. La via di degradazione degli ammi- 
noacidi a catena ramificata presenta reazioni comu- 
ni a tutte le ossidazioni di acil-CoA. Il triptofano vie- 
ne degradato ad alanina e acetil-CoA. Fenilalanina 
e tirosina sono degradate in fumarato ed acetoaceta- 
to. La maggior parte degli individui con la malattia 
ereditaria fenilchetonuria sono privi di fenilalanina 
idrossilasi, che converte la fenilalanina in tirosina. 

L’eme viene sintetizzato a partire da glicina e 
succinil-CoA. Questi precursori si condensano generan- 
do acido 3-amminolevulinico (ALA), che ciclizza for- 
mando il pirrolo porfobilinogeno (PBG). Quattro mo- 
lecole di PBG condensano generando uroporfirinogeno 
III, che va quindi a formare l’eme. L’eme viene degra- 
dato formando tetrapirroli lineari che sono successi 
vamente escreti come pigmenti biliari. Gli ormoni e 
i neurotrasmettitori L-DOPA, adrenalina, noradrena- 
lina, serotonina, acido y-amminobutirrico (GABA) e 
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istammina sono tutti sintetizzati a partire da pre- 
cursori amminoacidici. Il glutatione, un tripeptide che 
è sintetizzato a partire da glutammato, cisteina e gli- 
cina, è coinvolto in numerosi processi metabolici, pro- 
tettivi e di trasporto. Il tetraidrofolato è un coenzima 
che partecipa al trasferimento delle unità Ci. 

Gli amminoacidi sono necessari per molte funzioni 
vitali di un organismo. Quelli che i mammiferi sono 
in grado di sintetizzare sono noti come amminoacidi 
non essenziali; quelli che i mammiferi devono ricava- 
re dagli alimenti sono detti amminoacidi essenziali. 
La biosintesi degli amminoacidi non essenziali coin- 
volge vie relativamente semplici, mentre quelle che por- 


BIBLIOGRAFIA 


© 88-08-10538-5 


tano alla formazione degli amminoacidi essenziali so- 
no generalmente più complesse. 
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si inerte deve prima essere ridotto in una forma me- 
tabolicamente utile, ’NH3, mediante il processo di fis- 
sazione dell’azoto. Questo processo avviene solo in certi 
tipi di batteri, di cui una specie vive in simbiosi con 
i legumi. L’N viene fissato in questi organismi ad 
opera di un enzima sensibile all’ossigeno, la nitroge- 
nasi, che consiste di due proteine in cui tanto centri 
[AFe-4S] quanto centri [6Fe-Mo-6S] funzionano come 
trasportatori di elettroni. 
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1. I sintomi della deficienza parziale di un enzima del 
ciclo dell’urea possono essere attenuati con una dieta 
povera di proteine. Date una spiegazione. 


2. Perché si dice a persone che seguono una dieta ad 
alto contenuto proteico di bere molta acqua? 


tw 


. Uno studente che segue una dieta particolare spende 
10 000 kJ- giorno 7* mentre elimina 40 g di urea. 
Assumendo che le proteine contengano il 16% di N 
in peso e che il loro metabolismo generi 18 kJ-g 7}, 
quale percentuale del fabbisogno energetico dello stu- 
dente è soddisfatta dalle proteine? 


*4., Tra le molte diete «mangia-tutto-quello-che-vuoi-e- 
dimagrisci» che sono state popolari in un certo pe- 
riodo ce n’è una che elimina tutti i carboidrati ma 
concede l’assunzione di tutte le proteine e i grassi 
che si desiderano. Una tale dieta potrebbe essere 
efficace? (Indizio: le persone che seguono questa dieta 
spesso si lamentano di avere un alito cattivo.) 


(S,1 


. Perché i fenilchetonurici sono messi in guardia dal 
consumare prodotti che contengano il dolcificante 
artificiale aspartame (NutraSweet ®©; nome chi- 
mico L-aspartil-.-fenilalanina metil estere)? 
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Dimostrate che la sintesi dell’eme a partire da PBG 
marcato come mostrato nella Fig. 24.27 dà origine 
allo schema di marcatura dell’eme illustrato nella Fig. 
24.24. 


. Spiegate perché certi farmaci e altri prodotti chimici 


possono scatenare un attacco di porfiria acuta inter- 
mittente. 


Uno dei sintomi del kwashiorkor, la malattia da de- 
ficienza alimentare di proteine dei bambini, è la de- 
pigmentazione di pelle e capelli. Spiegate le basi bio- 
chimiche di questo sintomo. 


. Quali sono le conseguenze metaboliche di un deficit 


dell’enzima che rimuove l’uridilile nell’E. coli? 


Nella Fig. 24.45, la reazione 9 indica che la metioni- 
na è sintetizzata nei microorganismi mediante me- 
tilazione dell’omocisteina in una reazione in cui 


*11. 
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N°-metil-THF è il donatore di un metile. Nella de- 
molizione della metionina, però (Fig. 24.14), la sua 
demetilazione avviene in tre tappe in cui SAM è un 
intermedio. Spiegate perché questa reazione non av- 
viene attraverso il più semplice processo inverso del- 
la reazione di metilazione. 


Nel ciclo del glucosio-alanina, il piruvato derivato per 
via glicolitica viene transamminato a alanina e tra- 
sportato al fegato per essere convertito in glucosio 
e tornare alle cellule. Spiegate come una cellula mu- 
scolare sia in grado di partecipare a questo ciclo in 
condizioni anaerobiche (contrazioni vigorose). (Indi- 
zio: la demolizione di molti amminoacidi genera 
NH3.) 


Suggerite un motivo per cui le eterocisti che fissano 
l’azoto dei cianobatteri hanno perso il Fotosistema 
I ma conservano il Fotosistema II. 
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CAPITOLO 25 


1. Le vie principali e le strategie del metabolismo energetico: un 
riassunto 


2. La specializzazione degli organi 
A. Il cervello 
B. Il muscolo i 
C. Il tessuto adiposo 
D. Il fegato 


3. L'adattamento metabolico 
A. Il digiuno 


B. Il diabete mellito 


Il metabolismo 
energetico: 
integrazione 

e specializzazione 
degli organi 


[1112| A questo punto abbiamo studiato tutte le vie 
principali del metabolismo energetico. Di conseguen- 
za siamo ora nella posizione di prendere in conside- 
razione come gli organismi, i mammiferi in partico- 
lare, orchestrano la sinfonia metabolica per andare 
incontro ai propri fabbisogni energetici. Questo ca- 
pitolo inizia quindi con un riassunto delle principali 
vie metaboliche e dei loro sistemi di controllo, pren- 
de poi in considerazione come questi processi venga- 
no ripartiti tra i vari organi del corpo e finisce con 
una discussione di come il corpo reagisca alla sfida 
metabolica del digiuno e come risponda alla perdita 
di controllo che deriva dal diabete mellito. 


1. LE VIE PRINCIPALI 
E LE STRATEGIE DEL METABOLISMO 
ENERGETICO: UN RIASSUNTO 


La Fig. 25.1 mostra le interrelazioni tra le vie 
principali coinvolte nel metabolismo energetico. Pas- 
siamo in rassegna queste vie e i loro meccanismi di 
controllo. 


1. La glicolisi (Capitolo 16) 


La degradazione metabolica del glucosio inizia 
con la sua conversione in due molecole di piruvato 
con la produzione netta di due molecole ciascuna di 
ATP e di NADH. In condizioni anaerobiche, il piru- 
vato viene convertito in lattato (o, nel lievito, in eta- 
nolo) in modo da riciclare il NADH. In condizioni 
aerobiche, però, quando la glicolisi serve a prepara- 
re il glucosio per una ulteriore ossidazione, il NAD* 
viene rigenerato attraverso la fosforilazione ossidati- 
va (vedi più avanti). Il flusso di metaboliti lungo la 
via glicolitica è in gran parte controllato dall’attività 
della fosfofruttochinasi (PFK). Questo enzima viene 
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attivato da AMP e ADP, le cui concentrazioni aumen- 
tano con l'aumento del fabbisogno energetico, ed è 
inibito da ATP e citrato, le cui concentrazioni au- 
mentano quando la richiesta di energia metabolica 
si è allentata. PFK viene anche attivata dal frut- 
tosio-2,6-bisfosfato la cui concentrazione è regolata 
dai livelli di glucagone, adrenalina e noradrenalina 
tramite la mediazione di cAMP (paragrafo 17.3F). I 
livelli di F2,6P nel fegato e nel muscolo sono regolati 
in modo opposto: un aumento di [cAMP] determina 
una diminuzione di [F2,6P] nel fegato ed un aumen- 
to di [F2,6P] nel muscolo. 


2. La gluconeogenesi (paragrafo 21.1) 


[115]! mammiferi possono sintetizzare glucosio a 
partire da numerosi precursori, compresi piruvato, 
lattato, glicerolo e amminoacidi glucogenici, grazie 
a vie metaboliche presenti soprattutto in fegato e re- 
ne. Molti di questi precursori vengono convertiti in 
ossalacetato che, a sua volta, viene convertito in fo- 
sfoenolpiruvato e quindi, attraverso una serie di rea- 
zioni che in gran parte percorrono in senso inverso 
la via della glicolisi, in glucosio. Le tappe irreversibi- 
li della glicolisi, quelle catalizzate da PFK ed eso- 
chinasi, sono aggirate nella gluconeogenesi dalle rea- 
zioni idrolitiche catalizzate rispettivamente dalla frut- 
tosio-1,6-bisfosfatasi (FBPasi) e dalla glucosio-6-fosfata- 
si. FBPasi e PFK possono entrambe essere simultanea- 
mente attive almeno parzialmente, creando un ciclo 
di substrati. Questo ciclo, e la regolazione reciproca 
di PFK e FBPasi, sono importanti nel regolare sia la 
velocità che la direzione del flusso attraverso glicoli- 
si e gluconeogenesi (paragrafi 16.4 e 21.1B). 


3. La degradazione e la sintesi del glicogeno 
(Capitolo 17) 


Il glicogeno, la forma di accumulo del glucosio 
negli animali, è presente soprattutto in fegato e mu- 
scolo. La sua conversione a glucosio-6-fosfato (GGP), 
che ne permette l’entrata nella glicolisi, è catalizzata 
in parte dalla glicogeno fosforilasi mentre la via sin- 
tetica opposta è mediata dalla glicogeno sintasi. Que- 
sti enzimi sono regolati reciprocamente tramite rea- 
zioni di fosforilazione/defosforilazione catalizzate da 
cascate amplificanti che rispondono ai livelli degli or- 
moni glucagone e adrenalina tramite la mediazione 
di cAMP. 
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4. La degradazione e sintesi degli acidi grassi 
(paragrafi 23.1-23.5) 


Gli acidi grassi sono demoliti in multipli di uni- 
tà Ca attraverso la 6-ossidazione che genera ace- 
til-CoA. Essi sono sintetizzati a partire da questo com- 
posto attraverso una via separata. L'attività della via 
della 6-ossidazione varia con la concentrazione degli 
acidi grassi. Questa, a sua volta, dipende dalla attivi 
tà della triacilglicerolo lipasi «ormone sensibile» del 
tessuto adiposo che è stimolata, attraverso reazioni 
di fosforilazione/defosforilazione regolate da cAMP, 
da glucagone e adrenalina ma inibita dall’insulina. 
La velocità della sintesi degli acidi grassi varia con 
l’attività della acetil-CoA carbossilasi, che è attivata 
dal citrato e inibita da palmitoil-CoA, un prodotto 
di quella via metabolica. La sintesi degli acidi grassi 
va soggetta anche a regolazione a lungo termine me- 
diante modificazione della velocità di sintesi degli en- 
zimi che mediano questa via, stimolati dall’insulina 
e inibiti dal digiuno. i 


5. Il ciclo dell’acido citrico (Capitolo 19) 


Il ciclo dell’acido citrico ossida l’acetil-CoA, il 
prodotto comune della degradazione di glucosio, aci- 
di grassi e amminoacidi chetogenici, in CO. e H20 
con la concomitante produzione di NADH e FADH). 
Molti amminoacidi glucogenici possono anche essere 
ossidati attraverso il ciclo dell’acido citrico grazie al- 
la loro demolizione in uno dei suoi intermedi (para- 
grafo 24.3). 

L'attività degli enzimi regolatori del ciclo dell’aci- 
do citrico, citrato sintasi, isocitrato deidrogenasi e 
a-chetoglutarato deidrogenasi, è controllata dalla di- 
sponibilità di substrato e dall’inibizione a feedback 
da parte degli intermedi del ciclo. 


6. La fosforilazione ossidativa (Capitolo 20) 


Questa via metabolica mitocondriale ossida 
NADH e FADH; a NAD* e FAD con accoppiata sin- 
tesi di ATP. La velocità della fosforilazione ossidati- 
va, strettamente coordinata con i flussi metabolici del- 
la glicolisi e dell’acido citrico, è in gran parte dipen- 
dente dalla concentrazione di ATP, ADP e Pi. 


7. La via dei pentosi fosfati (paragrafo 21.4) 


Questa via funziona generando tanto NADPH 
da utilizzare nella biosintesi riduttiva quanto il pre- 
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Figura 25.1 Le principali vie del metabolismo energetico. 


cursore nucleotidico ribosio-5-fosfato, attraverso l’os- 
sidazione di G6P. La tappa «di comando» della via 
€ catalizzata dalla glucosio-6-fosfato deidrogenasi, che 
€ controllata dal livello di NADP*. La capacità de- 
gli enzimi di distinguere tra NADH, che viene usato 
principalmente nel metabolismo energetico, e NADPH, 
permette una regolazione indipendente del metaboli- 
smo e della biosintesi energetica. 


8. La degradazione 
e la sintesi degli amminoacidi (paragrafi 24.1-24.5) 


Gli amminoacidi in eccesso possono essere de- 
gradati a intermedi metabolici comuni. La maggior 
parte di queste vie inizia con una transamminazione 
dell’amminoacido nel suo a-chetoacido corrispondente 
con il trasferimento finale del gruppo amminico al- 
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l’urea attraverso il ciclo dell’urea. Leucina e lisina 
sono amminoacidi chetogenici nel senso che possono 
essere convertiti solo ad acetil-CoA o acetoacetato e 
quindi non possono essere precursori del glucosio. 
Gli altri amminoacidi sono glucogenici per il fatto 
che essi possono essere, per lo meno in parte, con- 
vertiti in uno dei precursori del glucosio-piruvato, 
ossalacetato, a-chetoglutarato, succinil-CoA o fuma- 
rato. Cinque amminoacidi sono sia chetogenici che 
glucogenici. Gli amminoacidi essenziali sono quelli 
che un animale non può sintetizzare da solo; essi de- 
vono essere ottenuti da fonti vegetali o microbiche. 
Gli amminoacidi non essenziali possono essere sinte- 
tizzati dagli animali attraverso vie che generalmen- 
te sono più semplici di quelle che portano alla sintesi 
degli amminoacidi essenziali. 

Due composti sono all’incrocio delle suddette vie 
metaboliche: acetil-CoA e piruvato (Fig. 25.1). Acetil- 
CoA è il prodotto di degradazione comune della mag- 
gior parte dei combustibili metabolici compresi poli- 
saccaridi, lipidi e proteine. Il suo gruppo acetilico può 
essere ossidato a CO, e H;0 attraverso il ciclo dell’a- 
cido citrico e la fosforilazione ossidativa o usato per 
sintetizzare gli acidi grassi. Il piruvato è il prodotto 
della glicolisi, della deidrogenazione del lattato e del- 
la demolizione di certi amminoacidi glucogenici. Es- 
so può essere decarbossilato in modo ossidativo ge- 
nerando acetil-CoA, e destinando quindi i suoi atomi 
all’ossidazione o alla biosintesi degli acidi grassi. Al- 
ternativamente, esso può essere carbossilato attraver- 
so la reazione della piruvato carbossilasi formando 
ossalacetato che, a sua volta, rifornisce gli intermedi 
del ciclo dell’acido citrico o entra nella via della glu- 
coneogenesi attraverso il fosfoenolpiruvato, aggiran- 
do quindi un passaggio irreversibile della glicolisi. 
Il piruvato è quindi un precursore tanto di numerosi 
amminoacidi quanto del glucosio. 

Le suddette vie sono presenti in compartimenti cel- 
lulari specifici. La glicolisi, la sintesi e la degradazio- 
ne del glicogeno, la sintesi degli acidi grassi e la via 
dei pentosi fosfati si svolgono in gran parte o intera- 
mente nel citoplasma mentre la degradazione degli 
acidi grassi, il ciclo dell’acido citrico e la fosforilazio- 
ne ossidativa si svolgono nel mitocondrio. Fasi diver- 
se della gluconeogenesi e della degradazione degli 
amminoacidi si svolgono in ciascuno di questi com- 
partimenti. Il flusso di metaboliti attraverso le mem- 
brane dei compartimenti è mediato, nella maggior par- 
te dei casi, da trasportatori specifici che pure sono 
soggetti a regolazione. 

L’enorme numero di reazioni enzimatiche che av- 
vengono simultaneamente in ogni cellula deve esse- 
re coordinato e strettamente controllato per soddi- 
sfare i bisogni della cellula. Una tale regolazione av- 


viene a numerosi livelli. Le comunicazioni intercel- 
lulari che regolano il metabolismo sono tanto a cari- 
co di alcuni ormoni compresi adrenalina, noradrena- 
lina, glucagone e insulina quanto a carico di una se- 
rie di ormoni steroidei noti come glucocorticoidi 
(le cui funzioni sono discusse nel paragrafo 34.44). 
Questi segnali ormonali stimolano svariate risposte 
cellulari compresa, a breve termine, la sintesi di se- 
condi messaggeri come cAMP e, a lungo termine, 
la modulazione della velocità della sintesi proteica. 
A livello molecolare, la velocità delle reazioni enzi- 
matiche è controllata da una via di reazioni di fosfo- 
rilazione/defosforilazione a cascata amplificante, da 
risposte allosteriche alla presenza di effettori (di soli- 
to precursori o prodotti della via di reazioni che de- 
ve essere controllata) e dalla disponibilità del sub- 
strato. Il macchinario regolatorio di vie cataboliche 
e anaboliche opposte è di solito organizzato in modo 
tale che queste vie siano reciprocamente regolate. 


iis r rr >= 
2. LA SPECIALIZZAZIONE 
DEGLI ORGANI 


In questo paragrafo prenderemo in considera- 
zione come siano soddisfatti i fabbisogni particolari 
degli organi dei mammiferi e come siano coordinate 
le loro capacità metaboliche per poter soddisfare que- 
sti fabbisogni. In particolare discuteremo di cervel- 
lo, muscolo, tessuto adiposo e fegato (Fig. 25.2). 


A. Il cervello 


Il tessuto cerebrale ha un ritmo respiratorio par- 
ticolarmente elevato. Il cervello umano, per esem- 
pio, costituisce quasi il 2% della massa corporea del- 
l’adulto ma è responsabile di — 20% del suo consumo 
di O, a riposo. 

Questo consumo, inoltre, è indipendente dallo sta- 
to di attività mentale; esso non varia molto tra il son- 
no e lo stato di intensa concentrazione necessaria, 
diciamo, per studiare la biochimica. La maggior par- 
te della produzione energetica del cervello serve a 
rifornire di energia la ATPasi(Na*-K+) della mem- 
brana plasmatica (paragrafo 18.3A), che mantiene il 
potenziale di membrana necessario alla trasmissione 
dell'impulso nervoso (paragrafo 34.4C). La respira- 
zione di sezioni di cervello, infatti, è ridotta di oltre 
il 50% dall’inibitore della ATPasi(Na*-K*) uabaina 
(paragrafo 18.3A). 

In condizioni normali il glucosio funziona come uni- 
co carburante del cervello (anche se in caso di digiu- 
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che tra cervello, tessuto adiposo, mu- 
scolo e fegato. Le frecce rosse indicano 
vie che predominano nello stato di buon 
nutrimento quando glucosio, amminoa- 
cidi e acidi grassi sono disponibili di- 
rettamente dall’intestino. 
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no prolungato esso passa gradualmente all’utilizzo 
dei corpi chetonici; paragrafo 25.3A). Poiché le cellu- 
le del cervello, infatti, accumulano molto poco glico- 
geno, necessitano di un rifornimento costante di glu- 
cosio dal sangue. Una concentrazione ematica di glu- 
cosio di meno della metà del valore normale di 
— 5mm ha come risultato un malfunzionamento ce- 
rebrale. Livelli molto più bassi di questo valore cau- 
sati, per esempio, da un grave sovradosaggio di insu- 
lina determinano coma, danno irreversibile e infine 
morte. Una delle funzioni principali del fegato, quin- 
di, è quella di mantenere il livello ematico di gluco- 
sio (paragrafo 25.2D). 


B. Il muscolo 


fu24]I carburanti principali del muscolo sono gluco- 
sio derivato dal glicogeno, acidi grassi e corpi cheto- 
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nici. Un muscolo riposato e ben nutrito, contraria- 
mente al cervello sintetizza una riserva di glicogeno 
pari all’1-2% della sua massa. Il glicogeno serve al 
muscolo come una riserva di carburante facilmente 
disponibile poiché può essere rapidamente converti- 
to a G6P che entra nella glicolisi (paragrafo 17.1). 

Il muscolo non può esportare glucosio perché è pri- 
vo di glucosio-6-fosfatasi. Ciò non di meno il muscolo 
serve al corpo come un serbatoio di energia poiché, 
durante lo stato di digiuno, le sue proteine vengono 
degradate in amminoacidi, molti dei quali sono con- 
vertiti in piruvato che, a sua volta, è transamminato 
ad alanina. L’alanina viene quindi trasportata, col san- 
gue, al fegato che la transammina di nuovo a piruva- 
to, un precursore del glucosio. 

Poiché il muscolo non partecipa alla gluconeogene- 
si, esso è privo del macchinario che regola questo 
processo in organi gluconeogenetici come fegato e 
rene. I muscoli non hanno recettori per il glucagone 
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che, si ricorderà, stimola un aumento dei livelli ema- 
tici di glucosio (paragrafo 17.3F). I muscoli, però, pos- 
siedono recettori per l’adrenalina che, con la media- 
zione di cAMP, controlla il sistema di cascata di fo- 
sforilazione/defosforilazione che regola demolizione 
e sintesi del glicogeno (paragrafo 17.3). 

Questo è lo stesso sistema a cascata che controlla 
la competizione tra glicolisi e gluconeogenesi nel fe- 
gato in risposta al glucagone. Il sistema enzimatico 
controllato da cAMP che sintetizza e degrada F2,6P 
nel muscolo funziona in modo opposto a quello del 
fegato. La concentrazione di F2,6P, il principale atti- 
vatore di PFK e inibitore di FBPasi, aumenta nel mu- 
scolo cardiaco ma cade nel fegato in risposta ad un 
aumento di [cAMP]. Inoltre l’isozima muscolare del- 
la piruvato chinasi che, si ricorderà, catalizza la tap- 
pa finale della glicolisi, non va soggetto a fosforila- 
zione/defosforilazione come l’isozima epatico (para- 
grafo 21.1B). Quindi, mentre un aumento del cAMP 
epatico stimola la demolizione del glicogeno e la glu- 
coneogenesi determinando esportazione di glucosio, un 
aumento del cAMP muscolare attiva la demolizione 
del glicogeno e la glicolisi avendo come risultato con- 
sumo di glucosio. Di conseguenza, l’adrenalina, che 
prepara l’organismo all’azione (lotta o fuggi) funzio- 
na indipendentemente dal glucagone che, in accordo 
con l’insulina, regola il livello generale del glucosio 
ematico. : 


La contrazione muscolare in condizioni 
anaerobiche di sforzo intenso 


La contrazione muscolare è sostenuta dall’idro- 
lisi di ATP (paragrafo 34.3B) ed è quindi, in ultima 
analisi, dipendente dalla respirazione. Il muscolo sche- 
letrico a riposo utilizza — 30% dell'O, consumato dal 
corpo umano. Il ritmo di respirazione di un muscolo 
può aumentare fino a 25 volte in risposta ad alti cari- 
chi di lavoro. Però il ritmo di idrolisi di ATP può 
aumentare di un numero di volte molto maggiore. 
L’ATP viene inizialmente rigenerato grazie alla rea- 
zione della fosfocreatina (paragrafo 15.4C): 


fosfocreatina + ADP == creatina + ATP 


(la fosfocreatina è risintetizzata nel muscolo a riposo 
dall’inverso di questa reazione). In condizioni di sfor- 
zo massimo, però, come quelle che avvengono in uno 
sprint, un muscolo ha una riserva per solo —4 s di 
fosfocreatina. 

Esso deve quindi passare alla produzione di ATP 
tramite glicolisi del GGP risultante dalla demolizione 
del glicogeno, un processo il cui flusso massimo ec- 
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cede enormemente quello del ciclo dell’acido citrico 
e della fosforilazione ossidativa. Molto di questo G6P 
viene quindi degradato in modo anaerobico a lattato 
(paragrafo 16.3A) che nel ciclo di Cori (paragrafo 
21.1C) viene trasportato dal sangue al fegato dove 
viene riconvertito in glucosio attraverso la gluconeo- 
genesi. La gluconeogenesi ha bisogno di ATP gene- 
rato dalla fosforilazione ossidativa. I muscoli quindi 
passano molto del loro fardello respiratorio al fegato 
e, conseguentemente, ritardano anche il processo di 
consumo di O, un fenomeno noto come debito di 
ossigeno. 


La fatica muscolare ha una funzione protettiva 


La fatica muscolare definita come l’incapaci- 
tà di un muscolo di mantenere una data produzione 
di forza, si registra entro — 20 s in condizioni di sfor- 
zo massimo. 

Questa fatica non è causata dall’esaurimento delle 
riserve di glicogeno del muscolo. Essa deriva piutto- 
sto dalla generazione glicolitica di protoni che può 
abbassare il pH intramuscolare dal suo valore di ri- 
poso di 7,0 fino a 6,4 (la fatica non deriva, come ge- 
neralmente si crede, dall’accumulo di lattato di per 
sé come è dimostrato dall’osservazione che i muscoli 
possono sostenere una notevole produzione di forza 
in presenza di alte concentrazioni di lattato se il pH 
è mantenuto intorno a 7,0). Îl meccanismo per cui 
l’aumentata acidità determina fatica muscolare è oscu- 
ro. Una possibilità ragionevole è che PFK, l’enzima 
che controlla la velocità del flusso di reazioni della 
via glicolitica, abbia una ridotta attività a pH basso. 
Qualunque sia il caso, sembra probabile che questo 
fenomeno costituisca un adattamento che impedisce 
alle cellule muscolari di suicidarsi per esaurimento 
della loro riserva di ATP (ricordate che la glicolisi 
e altre vie metaboliche di generazione dell'ATP de- 
vono essere avviate da ATP). 


Il cuore è un organo prevalentemente aerobico 


Gi27] Il cuore è un organo muscolare ma uno che 
deve mantenere una attività continua anziché inter- 
mittente. Il muscolo cardiaco, quindi, tranne che per 
corti periodi di estremo sforzo, si affida interamente 
al metabolismo aerobico. Esso è quindi riccamente 
dotato di mitocondri; essi rappresentano fino al 40% 
del suo spazio citoplasmatico, mentre alcuni tipi di 
muscolo scheletrico sono quasi privi di mitocondri. 
Il cuore può metabolizzare acidi grassi, corpi cheto- 
nici, glucosio, piruvato e lattato. Gli acidi grassi sono 
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il carburante di scelta del cuore a riposo ma, in se- 
guito all’imposizione di un pesante carico di lavoro, 
il cuore aumenta enormemente la sua velocità di con- 
sumo del glucosio, che deriva in gran parte dalla sua 
relativamente limitata riserva di glicogeno. 


C. Il tessuto adiposo 


Il tessuto adiposo, che è costituito dagli adipo- 
citi (Fig. 11.2), è largamente distribuito nel corpo ma 
è presente prevalentemente sotto la pelle, nella cavi- 
tà addominale, nel muscolo scheletrico, intorno ai vasi 
sanguigni e nella ghiandola mammaria. Il tessuto adi- 
poso di un uomo normale di 70 kg contiene —15 
kg di grasso. Questa quantità rappresenta quasi 
590 000 kJ di energia (141 000 Calorie dietetiche) che 
sono sufficienti a mantenere un uomo in vita per cir- 
ca 3 mesi. Il tessuto adiposo, però, non è per nulla 
un deposito passivo di riserve. Esso infatti è secondo 
in importanza solo al fegato nel mantenimento del- 
l’omeostasi metabolica. 

Il tessuto adiposo ricava la maggior parte dei suoi 
acidi grassi dal fegato o dalla dieta come è descritto 
nel paragrafo 23.1. Gli acidi grassi sono attivati tra- 
mite la formazione del corrispondente acil-CoA-grasso 
e quindi esterificati con glicerolo-3-fosfato formando 
i triacilgliceroli che vengono immagazzinati (para- 
grafo 23.4F). Il glicerolo-3-fosfato deriva dalla ridu- 
zione del diidrossiacetone fosfato, che deve essere ge- 
nerato glicoliticamente dal glucosio dato che gli adi- 
pociti sono privi della chinasi che fosforila il glicero- 
lo endogeno. 

Gli adipociti idrolizzano i triacilgliceroli ad acidi 
grassi e glicerolo in risposta ai livelli di glucagone, 
adrenalina e insulina tramite una reazione catalizza- 
ta dalla lipasi «ormone-sensibile» (paragrafo 23.5). Se 
il glicerolo-3-fosfato è abbondante, molti degli acidi 
grassi così formati sono riesterificati a triacilglicero- 
li. Il tempo di turnover medio, infatti, dei triacilgli- 
ceroli negli adipociti è solo pochi giorni. Se, però, 
il glicerolo-3-fosfato scarseggia, gli acidi grassi sono 
liberati nel torrente circolatorio. La velocità di incor- 
porazione del glucosio da parte degli adipociti, che 
è regolata tanto dall’insulina quanto dalla disponibi- 
lità di glucosio, è quindi anche un fattore di controllo 


nella formazione e nella mobilizzazione di triacilgli- 
cerolo. 


L’obesità deriva da un controllo 
metabolico aberrante 


L’obesità è uno dei principali problemi della sa- 
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lute nei paesi sviluppati. La maggior parte della gen- 
te obesa (quelli che sono per lo meno il 20% oltre 
il loro peso ideale) trova incredibilmente difficile per- 
dere peso o, essendoci riuscita, mantenersi magra. 
La maggior parte degli animali, però, compresi gli 
uomini, tende ad avere un peso costante; essi cioè, 
anche se viene loro dato libero accesso al cibo, man- 
giano giusto quanto basta per mantenere questo co- 
siddetto peso «standard». La natura del macchinario 
regolatorio che controlla lo standard di peso, che ne- 
gli individui obesi sembra essere regolato su di un 
valore alto in modo aberrante, sta giusto ora inizian- 
do a venire alla luce. 

Individui in precedenza grossolanamente obesi che 
hanno perso per lo meno 100 kg per raggiungere 
il loro peso normale presentano alcuni dei sintomi 
metabolici del digiuno: sono ossessionati dal cibo, han- 
no un ritmo cardiaco lento, sono intolleranti al fred- 
do e richiedono il 25% in meno di apporto calorico 
di individui normali di pari altezza e peso. Sia in 
individui normali che in obesi quasi il 50% degli aci- 
di grassi liberati dall’idrolisi dei triacilgliceroli sono 
riesterificati prima di poter lasciare gli adipociti. In 
soggetti precedentemente obesi, la velocità di questa 
esterificazione è solo dal 35 al 40%, un livello simile 
a quello osservato in individui normali dopo parec- 
chi giorni di digiuno. Gli adipociti in individui nor- 
mali e in obesi, inoltre, hanno più o meno le stesse 
dimensioni; gli individui obesi ne hanno semplice- 
mente di più. I precursori degli adipociti, infatti, di 
individui enormemente obesi proliferano eccessiva- 
mente in coltura cellulare se paragonati a quelli di 
individui normali o moderatamente obesi (gli adipo- 
citi di per sé non si replicano). Poiché gli adipociti 
una volta acquisiti non vengono più persi, questo sug- 
gerisce che gli adipociti, anche se molto elastici co- 
me dimensioni, tendano a mantenere un certo volu- 
me fisso e nel far ciò influenzino il metabolismo e 
quindi l'appetito. Questa intuizione, sfortunatamen- 
te, non ha ancora portato a un metodo per abbassare 
lo standard di peso di individui che tendono all’obe- 
sità. 


D. Il fegato 


Il fegato è la sede centrale di pulizia metabolica 
del corpo. Esso funziona mantenendo gli appropriati 
livelli di nutrienti nel sangue perché siano usati da 
cervello, muscoli e altri tessuti. Il fegato è localizzato 
in una posizione unica per svolgere questo compito 
poiché tutti i nutrienti assorbiti dall’intestino tranne 
gli acidi grassi sono rilasciati nella vena porta, che 
va direttamente nel fegato. 
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Una delle maggiori funzioni del fegato è di agire 
come «tampone» ematico del glucosio. Esso lo fa incor- 
porando o rilasciando glucosio in risposta tanto ai li- 
velli di glucagone, noradrenalina e insulina quanto 
alla concentrazione di glucosio di per sé. Dopo un 
pasto contenente carboidrati, quando la concentra- 
zione ematica di glucosio raggiunge — 6mm, il fega- 
to incorpora glucosio convertendolo a GGP. Il pro- 
cesso viene catalizzato dalla glucochinasi (paragrafo 
17.3F), che differisce dalla esochinasi, l'analogo en- 
zima glicolitico di altre cellule, per il fatto che la 
glucochinasi ha una affinità per il glucosio molto 
più bassa (Ky=10mMm per la glucochinasi contro 
<0,1mm per la esochinasi) e non è inibita da GGP. 
Le cellule epatiche contrariamente ai muscoli e alle 
cellule adipose sono permeabili al glucosio e quindi 
l’insulina non ha un effetto diretto sulla loro incor- 
porazione di glucosio. Poiché la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue è normalmente inferiore alla Km 
della glucochinasi, il ritmo di fosforilazione del glu- 
cosio nel fegato è più o meno proporzionale alla con- 
centrazione di glucosio nel sangue. Gli altri zuccheri 
assorbiti dall’intestino, principalmente fruttosio, ga- 
lattosio e mannosio, vengono pure convertiti a GGP 
nel fegato (paragrafo 16.5). Dopo una notte di digiu- 
no il livello di glucosio nel sangue scende a — 4mm. 
Il fegato impedisce che scenda oltre questo livello ri- 
lasciando glucosio nel sangue come descritto più ol- 
tre. In più, il lattato, il prodotto del metabolismo anae- 
robico del glucosio nel muscolo, viene incorporato 
dal fegato per essere usato tanto in gluconeogenesi 
e lipogenesi quanto nella fosforilazione ossidativa. 


. Il destino del glucosio varia 


con le necessità metaboliche 


GP è al punto di incrocio del metabolismo dei 
carboidrati; esso può avere svariati destini alternati- 
vi a seconda della richiesta di glucosio (Fig. 25.1): 


1. GGP può essere convertito a glucosio per azione 
della glucosio-6-fosfatasi per essere trasportato at- 
traverso il sangue agli organi periferici. 

2. GGP può essere convertito a glicogeno (paragrafo 
17.1) quando la richiesta di glucosio da parte del 
corpo è bassa. L'aumento della richiesta di gluco- 
sio, però, segnalata da livelli più alti di glucagone 
e/o di adrenalina, inverte questo processo (para- 
grafo 17.2). 

3. G6P può essere convertito in acetil-CoA tramite 
glicolisi e per azione della piruvato deidrogenasi 
(Capitolo 16). La maggior parte di questo acetil- 
CoA derivato dal glucosio viene usata nella sinte- 
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si degli acidi grassi (paragrafo 23.4), il cui destino 
è descritto più oltre, e nella sintesi dei fosfolipidi 
(paragrafo 23.8) e del colesterolo (paragrafo 23.6A). 
Il colesterolo, a sua volta, è un precursore degli 
acidi biliari, che sono prodotti dal fegato (para- 
grafo 23.6C) per essere utilizzati come agenti emul- 
sionanti nella digestione intestinale e nell’assorbi- 
mento dei grassi (paragrafo 23.1). 

4. GGP può essere degradato tramite la via dei pen- 
tosi fosfati (paragrafo 21.4) generando il NADPH 
necessario alla biosintesi degli acidi grassi e a molte 
altre funzioni biosintetiche del fegato. 


Il fegato può sintetizzare 
o degradare i triacilgliceroli 


Anche gli acidi grassi vanno soggetti a destini 
metabolici alternativi nel fegato (Fig. 25.1): 


1. Quando la richiesta di carburante metabolico è 
alta, gli acidi grassi vengono degradati ad acetil- 
CoA e quindi a corpi chetonici (paragrafo 23.3) 
che sono trasportati dal sangue ai tessuti periferici. 

2. Quando la richiesta di carburante metabolico è 
bassa, gli acidi grassi vengono usati per sintetiz- 
zare triacilgliceroli che sono secreti nel torrente 
circolatorio come VLDL che sono raccolte dal tes- 
suto adiposo. Gli acidi grassi possono essere in- 
corporati anche nei fosfolipidi (paragrafo 23.8). 


Poiché il ritmo dell’ossidazione degli acidi grassi va- 
ria solo con la concentrazione degli acidi grassi (pa- 
ragrafo 23.5), ci si potrebbe aspettare che gli acidi 
grassi prodotti dal fegato siano soggetti a riossidazio- 
ne prima di essere esportati. Un tale ciclo futile è 
impedito dalla compartimentazione dell’ossidazione 
degli acidi grassi nei mitocondri e della sintesi degli 
acidi grassi nel citoplasma. La carnitina palmitoil tran- 
sferasi I, un componente del sistema che trasporta 


gli acidi grassi nei mitocondri (paragrafo 23.2B) è ini- - 


bita dal malonil-CoA, l’intermedio chiave nella bio- 
sintesi degli acidi grassi (paragrafo 23.44). Quindi, 
quando la richiesta di carburante metabolico è bassa 
e gli acidi grassi vengono perciò sintetizzati, essi non 
possono entrare nei mitocondri per essere convertiti 


. ad acetil-CoA. La richiesta biosintetica di acetil-CoA 


del fegato viene invece soddisfatta attraverso la de- 
gradazione del glucosio. 

Quando la richiesta di carburante metabolico au- 
menta in modo da inibire la biosintesi degli acidi gras- 
si, gli acidi grassi vengono trasportati nei mitocon- 
dri del fegato per essere convertiti a corpi chetonici. 
In condizioni quali una bassa concentrazione emati- 


di 
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ca di glucosio la glucochinasi ha una attività ridotta 
così che si verifica un’esportazione netta di glucosio 
(c'è però sempre un ciclo futile tra le reazioni cata- 
lizzate da glucochinasi e glucosio-6-fosfatasi; paragrafo 
17.3F). Il fegato non può usare i corpi chetonici per 
i propri scopi metabolici perché le cellule del fegato 
sono prive di 3-chetoacil-CoA transferasi (paragrafo 
23.3). Quindi invece di glucosio e corpi chetonici, so- 
no gli acidi grassi la fonte principale di acetil-CoA 
del fegato in condizioni di elevata richiesta metaboli- 
ca. Il fegato genera il proprio ATP da questo acetil- 
CoA attraverso il ciclo dell’acido citrico e la fosforila- 
zione ossidativa. 


Gli amminoacidi sono importanti 
combustibili metabolici 


Il fegato degrada gli amminoacidi in numerosi 
intermedi metabolici (paragrafo 24.3). Queste vie ini- 
ziano principalmente con la transamminazione de- 
gli amminoacidi che genera i corrispondenti a-che- 
toacidi (paragrafo 24.1A) con il gruppo amminico che 
viene alla fine convertito, attraverso il ciclo dell’urea 
(paragrafo 24.2) in urea che viene successivamente 
escreta. Gli amminoacidi glucogenici possono essere 
convertiti in questo modo in piruvato o in intermedi 
del ciclo dell’acido citrico come l’ossalacetato e sono 
quindi precursori gluconeogenici (paragrafo 21.1). Gli 
amminoacidi chetogenici, molti dei quali sono anche 
glucogenici, possono essere convertiti in corpi cheto- 
nici. 

La riserva di glicogeno del fegato non è sufficiente 
a soddisfare il fabbisogno di glucosio del corpo per 
più di circa 6 ore dopo un pasto. Dopo quel tempo, 
il glucosio viene fornito attraverso la gluconeogenesi 
dagli amminoacidi derivanti principalmente dalla de- 
gradazione delle proteine muscolari ad alanina e glu- 
tammina (la forma di trasporto dell’ammoniaca; pa- 
ragrafo 24.1B). (Gli animali non possono convertire 
il grasso in glucosio perché sono privi di una via per 
la conversione netta di acetil-CoA ad ossalacetato; pa- 
ragrafo 21.2). Le proteine quindi, oltre ai loro ruoli 
strutturale e funzionale, sono importanti fonti ener- 
getiche. 


Il fegato è la principale unità 
di attività metabolica del corpo 


Il fegato ha numerose funzioni biochimiche spe- 
cializzate oltre a quelle già menzionate. Tra di esse 
sono importanti la sintesi delle proteine plasmatiche, 
la degradazione delle porfirine (paragrafo 24.44) e 


delle basi degli acidi nucleici (paragrafo 26.5), l’accu- 
mulo di ferro e la detossificazione di sostanze biolo- 
gicamente attive quali farmaci, veleni e ormoni tra- 
mite una varietà di reazioni di ossidazione, riduzio- 
ne, idrolisi, coniugazione e metilazione. 


Alcune disparità nutrizionali 


Le persone interessate al controllo del proprio 
peso dovrebbero tenere conto che quantità equicalo- 
riche di grassi e di carboidrati non sono equivalenti. 
Questo è dovuto al fatto che solo il 3% dell’energia 
libera disponibile dai grassi alimentari è necessaria 
per la loro conversione in lipidi del tessuto adiposo 
mentre il 23% dell’energia libera disponibile dall’a- 
mido è necessaria per fare lo stesso. Quantità equica- 
loriche di saccarosio e di proteine forniscono duanti- 
tà equivalenti di energia corporea. La frazione, però, 
di energia derivata dalla dieta usata per il controllo 
della temperatura corporea (paragrafo 20.3D) aumen- 
ta in proporzione alla quantità di carboidrati della 
dieta. 


3. L'ADATTAMENTO METABOLICO 


In questo paragrafo prenderemo in considera- 
zione la risposta del corpo a due situazioni metaboli- 
camente anormali: (1) il digiuno e (2) la malattia del 
diabete mellito. 


A. Il digiuno 


Il glucosio è il metabolita di scelta sia del cer- 
vello che del muscolo al lavoro. Il corpo, però, ha 
una riserva di carboidrati inferiore al fabbisogno di 
un giorno (Tabella 25.1). La bassa concentrazione di 
zucchero nel sangue quindi che risulta anche da una 
sola notte di digiuno ha come risultato la mobilizza- 
zione degli acidi grassi dal tessuto adiposo attraverso 
un aumento della secrezione del glucagone e una di- 
minuzione della secrezione di insulina (paragrafo 
23.5). Il diminuito livello di insulina inibisce anche 
l’incorporazione di glucosio da parte del tessuto mu- 
scolare. I muscoli quindi passano dal metabolismo 
del glucosio a quello degli acidi grassi per la produ- 
zione di energia. Il cervello, tuttavia, rimane ancora 
pesantemente dipendente dal glucosio. 

Negli animali il glucosio non può essere sintetizza- 
to a partire dagli acidi grassi. Questo è dovuto al fat- 
to che né piruvato né ossalacetato, i precursori del 
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Tabella 25.1 Le riserve di «carburante» di un uomo nor- 
male di 70 kg 


«Carburante» Massa (kg) Calorie* 

Tessuti 
Grasso (triacilgliceroli dell'adipe) 15 141 000 
Proteine (principalmente 

muscolo) 6 24 000 
Glicogeno (muscolo) 0,150 600 
Glicogeno (fegato) 0,075 300 
Carburanti circolanti 
Glucosio (fluidi extracellulari) 0,020 80 
Acidi grassi liberi (plasma) 0,0003 3 
Triacilgliceroli (plasma) 0,003 30 
Totale 166 000 


* 1 Caloria (dietetica) - 1 kcal — 4,184 kj. 
Fonte: Camitt, G. F., (1970), New Engl. /. Med., 282, p. 669. 


glucosio nella gluconeogenesi (paragrafo 21.1), pos- 
sono essere sintetizzati a partire da acetil-CoA (l’os- 
salacetato nel ciclo dell’acido citrico deriva dall’acetil- 
CoA ma la natura ciclica di questo processo richiede 
che l’ossalacetato sia utilizzato tanto rapidamente 
quanto viene prodotto; paragrafo 19.1A). Durante il 
digiuno, il glucosio deve quindi essere sintetizzato 
a partire dal glicerolo prodotto dalla demolizione del 
triacilglicerolo e, ancora più importante, a partire 
dagli amminoacidi derivati dalla degradazione pro- 
teolitica delle proteine, la cui fonte principale è il 
muscolo. La demolizione continua del muscolo, pe- 
rò, durante un prolungato digiuno significherebbe 
instaurare l’irreversibilità di questo processo poiché 
un’ampia massa muscolare è essenziale a un anima- 
le per potersi spostare in cerca di cibo. L'organismo 
deve quindi organizzarsi metabolicamente in modo 
diverso. n 
Dopo alcuni giorni di digiuno, la gluconeogenesi 
ha depleto così tanto le riserve di ossalacetato del fe- 
gato che la capacità di questo organo di metabolizza- 
re acetil-CoA attraverso il ciclo dell’acido citrico ri- 
sulta enormemente diminuita. Il fegato, invece, con- 
verte l’acetil-CoA in corpi chetonici (paragrafo 23.3) 
che poi rilascia nel sangue. 
Il cervello si adatta gradualmente ad usare i corpi 
chetonici come combustibile tramite la sintesi degli 
enzimi appropriati: dopo un digiuno di 3 giorni solo 
circa un terzo delle necessità energetiche del cervel- 
lo sono soddisfatte dai corpi chetonici ma dopo 40 
giorni di digiuno circa il 70% della sua richiesta ener- 
getica è soddisfatta attraverso questa via. La velocità 
di demolizione del muscolo durante un digiuno pro- 


© 88-08-10538-35 


lungato diminuisce di conseguenza a — 25% dopo pa- 
recchi giorni di digiuno. 

Il tempo di sopravvivenza di un individuo che digiu- 
na dipende molto di più dalle dimensioni delle sue 
riserve di grasso piuttosto che dalla sua massa mu- 
scolare. Individui estremamente obesi, infatti, posso- 
no sopravvivere per più di un anno senza mangiare 
(e occasionalmente l’hanno fatto in programmi di di- 
magrimento clinicamente controllati). 


B. Il diabete mellito 


L’ormone polipeptidico insulina agisce princi- 
palmente su muscolo, fegato e cellule del tessuto adi- 
poso stimolando la sintesi di glicogeno, grassi e pro- 
teine mentre inibisce la demolizione di questi carbu- 
ranti metabolici. In più, l’insulina stimola l’incorpo- 
razione di glucosio da parte della maggior parte del- 
le cellule con la notevole eccezione delle cellule del 
cervello e del fegato. Insieme al glucagone, che ha 
effetti in gran parte opposti, l’insulina agisce mante- 
nendo l’appropriato livello di glucosio ematico. 

Nel diabete mellito, che è al terzo posto tra le 
cause di morte negli Stati Uniti dopo le ma!ttie car- 
diovascolari e il cancro, l’insulina non è su reta in 
quantità sufficienti oppure non stimola in modo effi- 
ciente le sue cellule bersaglio. Come conseguenza i 
livelli di glucosio nel sangue diventano così alti che 
il glucosio «passa» nelle urine fornendo un utile test 
diagnostico della malattia. Nonostante questi alti li- 
velli di glucosio, però, le cellule «digiunano» dato che 
l'ingresso del glucosio nella cellula stimolato dall’in- 
sulina è bloccato. L’idrolisi del triacilglicerolo, l’ossi- 
dazione degli acidi grassi, la gluconeogenesi e la for- 
mazione di corpi chetonici sono accelerate e il livello 
ematico di corpi chetonici diviene alto in modo anor- 
male, determinando una condizione chiamata che- 
tosi. 

Poiché i corpi chetonici sono acidi, la loro alta con- 
centrazione mette alla prova la capacità tamponante 
del sangue e del rene, che controlla il pH del sangue 
mediante l’escrezione nelle urine degli H* in ecces- 
so. Questa escrezione di H* è accompagnata dall’e- 
screzione di Na* K% P; e H,0, determinando una 
grave disidratazione (che si combina con la disidra- 
tazione che deriva dall’effetto osmotico dell’alta con- 
centrazione di glucosio nel sangue; una sete eccessi- 
va è un sintomo classico di diabete) ed una diminu- 
zione del volume plasmatico; si tratta in definitiva 
di situazioni di pericolo di morte. 

Ci sono due forme principali di diabete mellito: 


1. Il diabete insulina-dipendente o giovanile, 
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che nella maggior parte dei casi colpisce improv- 
visamente nell’infanzia. 

2. Il diabete non insulina-dipendente o dell’età 
adulta, che si sviluppa di solito piuttosto gradual- 
mente dopo i 40 anni di età. 


Nel diabete insulina-dipendente l’insulina è assente 
o quasi perché il pancreas ha cellule 6 difettose o 
ne è privo. Questa condizione deriva, in individui 
geneticamente suscettibili, da una risposta autoim- 
mune indotta da un farmaco o da un virus che di- 
strugge selettivamente le loro cellule 8. Gli individui 
affetti da diabete insulina-dipendente, come hanno 
dimostrato per primi Frederick Banting e George Best 
nel 1921, hanno bisogno di iniezioni giornaliere di 
insulina per sopravvivere e devono seguire una die- 
ta bilanciata molto attentamente e un appropriato re- 
gime di attività fisica. La loro vita è ciò non di meno 
ridotta di fino a un terzo come risultato di complica- 
zioni degenerative come disfunzioni renali, danno 
nervoso, malattie cardiovascolari e cecità che appa- 
rentemente derivano dall’impreciso controllo meta- 
bolico determinato dalle periodiche iniezioni di in- 
sulina. Forse i sistemi ultimamente sviluppati che re- 
gistrano i livelli ematici di glucosio e forniscono in 
modo continuo insulina nelle quantità necessarie ag- 
giusteranno questa situazione. 

Il diabete non insulina-dipendente, che rende con- 
to di oltre il 90% dei casi di diabete diagnosticati, 
di solito si trova in individui obesi con una predispo- 
sizione genetica per questa condizione (anche se di 
tipo diverso da quella associata con il diabete insulina- 
dipendente). Questi individui hanno livelli di insuli- 
na normali o anche enormemente aumentati. I loro 
sintomi derivano dalla scarsità di recettori per l’in- 
sulina su cellule che normalmente rispondono al- 
l’insulina. Forse l’aumentata produzione di insulina 
derivante da un’eccessiva assunzione di cibo (l’obesi- 
tà è quasi sempre conseguenza di un’alimentazione 
eccessiva) alla fine sopprime la sintesi del recettore 
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per l’insulina (una glicoproteina di membrana; para- 
grafo 34.4B). Questa ipotesi rende conto dell’osserva- 
zione che la sola dieta è spesso sufficiente a control- 
lare questo tipo di diabete. 


Qual è la causa del diabete insulina-dipendente? 


L’insorgenza di solito rapida dei sintomi del dia- 
bete insulina-dipendente ha dato sostegno all’idea che 
l'attacco autoimmune alle cellule 8 pancreatiche re- 
sponsabile della malattia sia di breve durata. Di soli- 
to, però, la malattia «incuba» per parecchi anni men- 
tre il sistema immunitario stimolato in modo aber- 
rante distrugge le cellule 8. I sintomi classici del dia- 
bete appaiono improvvisamente solo quando >80% 
di queste cellule sono state eliminate. 

Perché il sistema immunitario attacca le cellule 0 
pancreatiche? Si sa da tempo che alcuni alleli (va- 
rianti genetiche) delle proteine di classe II del com- 
plesso maggiore di istocompatibilità (MHC) sono par- 
ticolarmente comuni tra i soggetti affetti da diabete 
insulina-dipendente (le proteine MHC sono compo- 
nenti altamente polimorfiche del sistema immunita- 
rio con cui gli antigeni devono formare dei comples- 
si per poter essere riconosciuti dalle cellule T; para- 
grafi 34.2A e 34.2E). Si ritiene che l’autoimmunità 
contrò le cellule 8 sia indotta in individui suscettibili 
da un antigene estraneo, forse un virus, che dal pun- 
to di vista immunologico assomiglia a qualche com- 
ponente delle cellule 8. La proteina MHC di classe 
II che presenta questo antigene al sistema immunita- 
rio lega l’antigene in modo così tenace da stimolare 
il sistema immunitario a lanciare un attacco insolita- 
mente vigoroso e prolungato contro l’antigene stes- 
so. Alcune delle cellule attivate del sistema immuni- 
tario arrivano alla fin fine al pancreas dove iniziano 
ad attaccare le cellule 8 a causa della stretta somi- 
glianza tra un componente delle cellule 8 e l’antige- 
ne estraneo. i 


140] La complessa rete di processi coinvolti nel me- 
tabolismo energetico si distribuisce tra i diversi com- 
partimenti all’interno delle cellule e tra i diversi orga- 
ni del corpo. Questi processi funzionano generando 
ATP «a richiesta», producendo e accumulando gluco- 
sio, triacilgliceroli e proteine in tempi di abbondanza 


per utilizzarli quando necessario, e mantenendo la 
concentrazione di glucosio nel sangue al livello appro- 
priato per l’utilizzo da parte di organi come il cervel- 
lo la cui unica fonte di combustibile, in condizioni 
normali, è il glucosio. Le vie principali del metaboli- 
smo energetico comprendono glicolisi, degradazione e 
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sintesi del glicogeno, gluconeogenesi, la via dei pento- 
si fosfati e la sintesi di triacilglicerolo ed acidi grassi, 
che hanno sede nel citoplasma, oltre all’ossidazione 
degli acidi grassi, al ciclo dell’acido citrico e alla fo- 
sforilazione ossidativa che sono confinate nel mito- 
condrio. La degradazione degli amminoacidi avviene, 
in parte, in entrambi i compartimenti. Anche il tra- 
sporto dei metaboliti mediato dalla membrana gioca 
quindi un ruolo metabolico essenziale. 

Gli organi principali coinvolti nel metabolismo ener- 
getico sono il cervello, il muscolo, il tessuto adiposo 
e il fegato. Il cervello utilizza normalmente grandi 
quantità di glucosio. Il muscolo, in condizioni di ele- 
vata domanda di ATP come durante uno sprint, de- 
grada il glucosio e il glicogeno in modo anaerobico, 
producendo quindi lattato che viene trasportato per 
via ematica al fegato per essere riconvertito a gluco- 
sio mediante gluconeogenesi. In condizioni di attività 
moderata, il muscolo genera ATP ossidando comple- 
tamente il glucosio derivato da glicogeno, acidi grassi 
e corpi chetonici a CO, ed H.0 tramite il ciclo dell’a- 
cido citrico e la fosforilazione ossidativa. Il tessuto 
adiposo accumula triacilgliceroli e rilascia acidi gras- 
si nel torrente circolatorio in risposta ai bisogni me- 
tabolici dell’organismo. Questi bisogni metabolici so- 
no comunicati al tessuto adiposo tramite gli ormoni 
insulina, che segnala uno stato di nutrimento in cui 
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è appropriato l’accumulo, e glucagone, adrenalina e 
noradrenalina, che segnalano una necessità di rila- 
scio degli acidi grassi per fornire carburante agli al- 
tri tessuti. Il fegato, la sede centrale di pulizia meta- 
bolica del corpo, mantiene la concentrazione di gluco- 
sio nel sangue accumulando glucosio come glicogeno 
in tempi di abbondanza e liberando glucosio in tempi 
di necessità sia mediante demolizione del glicogeno 
che per gluconeogenesi. Esso converte anche gli acidi 
grassi in corpi chetonici perché siano usati dai tessuti 
periferici. Durante il digiuno esso demolisce gli am- 
minoacidi che derivano dalla degradazione proteica 
in intermedi metabolici che possono essere utilizzati 
per produrre glucosio. 

Durante un digiuno prolungato il cervello si adatta 

lentamente passando dall’uso di glucosio come unica 
fonte di energia all’uso di corpi chetonici, spostando 
quindi il carico metabolico dalla demolizione delle pro- 
teine a quella dei grassi. 
Il diabete mellito è una malattia in cui l’insulina o 
non è secreta 0 non stimola in modo efficiente i suoi 
tessuti bersaglio. Le cellule «digiunano» in piena ab- 
bondanza poiché non sono in grado di assorbire il 
glucosio ematico e i loro segnali ormonali rimangono 
quelli del digiuno. La produzione straordinariamente 
alta di corpi chetonici è uno degli effetti più pericolosi 
del diabete incontrollato. 
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1. Descrivete gli effetti metabolici dell’insufficienza epa- 
tica. 


2. Qual è la base dell’ipotesi che i muscoli degli atleti 
sono più tamponati di quelli degli individui normali? 


3. Spiegate perché l’eliminazione di urea è molto dimi- 
nuita durante il digiuno. 


4. Spiegate perché il fiato di un diabetico non trattato 
puzza di acetone. 
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CAPITOLO 26. 


1. La struttura chimica di nucleotidi, nucleosidi e basi 


2. La sintesi dei ribonucleotidi purinici 
A. La sintesi della inosina monofosfato 
B. La sintesi dei ribonucleotidi adenina e guanina a partire 
da inosina monofosfato i 
C. La regolazione della biosintesi dei nucleotidi purinici 
D. Il salvataggio delle purine 


3. La sintesi dei ribonucleotidi pirimidinici 
A. La sintesi di UMP 
B. La sintesi di UTP e CTP 


C. La regolazione della biosintesi dei nucleotidi pirimidinici 


4. La formazione di deossiribonucleotidi 
A. La produzione dei residui di deossiribosio 
B. L'origine della timina 


5. La degradazione dei nucleotidi 
A. Il catabolismo delle purine 
8. Il destino dell'acido urico 
C. Il catabolismo delle pirimidine 


6. La biosintesi dei coenzimi nucleotidici 
A. | coenzimi nicotinamidici 
B. | coenzimi flavinici 
C. Il coenzima A 


II metabolismo 
dei nucleotidi 


1142|I nucleotidi sono sostanze biologicamente ubi- 


quitarie che partecipano a quasi tutti i processi bio- 
chimici: 


1. Essi costituiscono le unità monomeriche degli aci- 
di nucleici. Gli acidi nucleici infatti sono sintetiz- 
zati direttamente a partire da nucleosidi trifosfa- 
ti, la forma attivata dei nucleotidi (paragrafo 
31.1A). 

2. I nucleosidi trifosfati, principalmente ATP, sono 
i prodotti terminali «ricchi di energia» della mag- 
gior parte delle vie di produzione di quell’ener- 
gia la cui utilizzazione sostiene la maggior parte 
dei processi che richiedono energia. Numerosi in- 
termedi attivati, come l’UDP-glucosio nella sinte- 
si del glicogeno (paragrafo 17.24), contengono 
componenti nucleotidici. 

3. La maggior parte delle vie metaboliche sono re- 
golate, almeno in parte, dai livelli di nucleotidi 
come ATP, ADP e AMP. Analogamente molti se- 
gnali ormonali, come quelli che controllano il me- 
tabolismo del glicogeno (paragrafo 17.3), sono me- 
diati all’interno della cellula da cAMP o dal suo 
analogo di guanina cGMP. 

4. Inucleotidi adeninici sono componenti dei coenzi- 
mi NAD*, NADP*, FMN, FAD e del coenzima A. 


L’importanza dei nucleotidi nel metabolismo cellula- 
re è indicata dall’osservazione che quasi tutte le cel- 
lule possono sintetizzarli sia de novo che dai prodotti 
di degradazione degli acidi nucleici. In questo capi- 
tolo prenderemo in considerazione la natura di que- 
ste vie biosintetiche. Nel far ciò prenderemo in esa- 
me la loro regolazione e le conseguenze del loro bloc- 
co, sia dovuto a difetti genetici sia dovuto a sommi- 
nistrazione di agenti chemioterapici. Discuteremo 
quindi la degradazione dei nucleotidi. Infine descri- 
veremo la biosintesi dei coenzimi mucleotidici. Ini- 
ziamo con una presentazione della nomenclatura chi 
mica dei nucleotidi e dei loro componenti. 
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1. LA STRUTTURA CHIMICA 
DI NUCLEOTIDI, 
NUCLEOSIDI E BASI 


I nucleotidi sono esteri fosfati di pentosi (zuc- 
cheri C3) in cui una base azotata è legata al C(1°) 
dello zucchero. Nei ribonucleotidi (Fig. 26.10) il pen- 
tosio è un p-ribosio mentre nei deossiribonucleo- 
tidi (0 semplicemente deossinucleotidi; Fig. 26.1b), 
che si trovano nel DNA, lo zucchero è il 2-deossi-D- 
ribosio (notate che i numeri contrassegnati da un api 
ce «’» si riferiscono agli atomi del residuo di ribosio, 
mentre quelli non contrassegnati si riferiscono alla 
base azotata). I gruppi fosfato possono essere legati 
al C(3’) o al C(5’) di un pentosio generando rispetti- 
vamente il suo nucleotide 3’ o 5‘ Se il gruppo fosfato 
non c’è, il composto viene definito come nucleosi- 
de. Un nucleotide 5/ per esempio, può quindi essere 
definito un nucleoside-5’-fosfato. In tutti i nucleotidi 
e nucleosidi presenti naturalmente il legame N- 
glicosidico che lega la base azotata all’atomo C(1‘) 
del pentosio ha la configurazione £ (che si estende 
dallo stesso lato del legame C(4’)-C(5‘) dell’anello di 
furanosio; paragrafo 10.1B). Notate come i gruppi fo- 
sfato dei nucleotidi siano doppiamente ionizzati a pH 
fisiologico; i nucleotidi, cioè, sono acidi moderatamente 
forti. 

Le basi azotate sono molecole planari, aromatiche, 
eterocicliche che, per la maggior parte, sono derivati 
della purina o della pirimidina. 


N 4 
N 7 N N o s| 
vola? Lis 
N \ N 
H 
Purina Pirimidina 


Le strutture, i nomi e le abbreviazioni delle comuni 
basi, nucleosidi e nucleotidi sono date nella Tabella 
26.1. I principali componenti purinici degli acidi nu- 
cleici sono i residui di adenina e di guanina; i prin- 


Ì | 
OH OH OH H 
Ribonucleotidi Deossiribonucleotidi 


Figura 26.1 La struttura chimica di (a) ribonucleotidi e (b) deossiribo- 
nucleotidi. 
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cipali residui pirimidinici sono quelli di citosina, 
uracile (presente nell’RNA) e timina (presente prin- 
cipalmente nel DNA). Le purine formano legami gli- 
cosidici col ribosio tramite i loro atomi N(9), mentre 
le pirimidine lo fanno tramite i loro atomi N(1) (no- 
tate come purine e pirimidine abbiano diversi sche- 
mi di numerazione degli atomi). 


2. LA SINTESI 
DEI RIBONUCLEOTIDI PURINICI 


In questo paragrafo cominciamo col prendere 
in considerazione come sono sintetizzati gli acidi nu- 
cleici e i loro componenti descrivendo la sintesi dei 
ribonucleotidi purinici. Nel 1948, John Buchanan ot- 
tenne i primi indizi su come questo processo avvie- 
ne de novo nutrendo dei piccioni con svariati compo- 
sti marcati con isotopi e determinando chimicamen- 
te le posizioni nell’acido urico (una purina) da essi 
escreto degli atomi marcati. 


OH 
H_ i 
N 

Je? 
ONTO 
I 00 _ 


H 
Acido urico 


In questi esperimenti egli usò degli uccelli perché 
essi eliminano l’azoto quasi interamente sotto forma 
di acido urico, una sostanza insolubile in acqua e quin- 
di facilmente isolabile. I risultati di questi studi, che 
sono riassunti nella Fig. 26.2, dimostrano che l’ato- 
mo N(1) delle purine deriva dal gruppo amminico 
dell’aspartato, C(2) e C(8) derivano dal formato, N(3) 
e N(9) sono forniti dal gruppo amminico della glu- 
tammina, C(4), C(5) ed N(7) derivano dalla glicina (sug- 
gerendo che questa molecola sia incorporata per in- 
tero nell’anello purinico) e C(6) deriva dalla CO2. 


CO, 
I Glicina 
r4 


Gruppo amminico_, yy 7 6 -cN 
dell'aspartaro 1 9 Î EEE, 
Formiato + CZ 9/04” 
H 
Gruppo amidico della glutammina 
Figura 26.2 Le origini biosintetiche degli atomi dell'anello purinico. 


di glicina mentre ciascuno degli altri atomi deriva da precursori indi- 
pendenti. 


I 
| 
| 

Notate come C(4), C(5) ed N(7) derivino da una singola molecola | 
| 
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Tabella 26.1 Nomi ed abbreviazioni di basi, nucleosidi e nucleotidi degli acidi nucleici 


Base Base* Nucleoside Nucleotide** 
Formula X=H X = ribosio* X=ribosio fosfato* 
i NH, 
ge” N Adenina Adenosina Acido adenilico 
Li | ) Ade Ado Adenosina monofosfato 
N N A A AMP 
XxX 
(0) 
Ea \ Guanina Guanosina Acido guanilico 
“ | ) Gua Guo Guanosina monofosfato 
HoN N n) G G GMP 
X 
NH, Ì 
N Citosina ; Citidina Acido citidilico 
Ji | Cyt Cyd Citosina monofosfato 
(o) N ® @ CMP 
X 
Hx 
Da | Uracile Uridina Acido uridilico 
D da Ura Urd Uridina monofosfato 
Î U U UMP 
X 
(6) 
ia CHy 
di | Timina Deossitimidina Acido deossitimidilico 
x S Thy dThd Deossitimidina monofosfato 
| T dT dTMP 
dX 


7 La presenza di una unità di 2 


2‘-deossiribosio al posto del ribosio, come avviene nel DNA, è segnalata dai prefissi «deossi» 0 «d», Il deossinucleoside dell’adenina, 


per esempio, è deossiadenosina (o) dA. Per i residui contenenti timina, però, che sono raramente presenti nell’RNA, il prefisso è ridondante e può essere omesso. 
La presenza di una unità di ribosio può essere esplicitamente indicata dai prefissi «ribo» 0 «m. Il ribonucleotide della timina quindi è ribotimidina o rT. 
La posizione del gruppo fosfato in un nucleotide può essere esplicitamente indicata come, per esempio, in 3'-AMP e 5'-GMP. 


La via attraverso la quale questi precursori sono 


incorporati nell’anello purinico, il soggetto del para- 
grafo 26.2A, è stata chiarita in studi successivi so- 
prattutto ad opera di Buchanan e di G. Robert Green- 
berg. Questi studi hanno dimostrato che il derivato 
purinico inizialmente sintetizzato è inosina mono- 
fosfato (IMP) (vedi formula a destra) 


Base 


) ipoxantina 


OH OH 


Inosina monofosfato (IMP) 


TIT 


—___— 
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il nucleotide della base ipoxantina. Successivamen- 
te, sono sintetizzati AMP e GMP a partire da questo 
intermedio, ma lungo vie separate (si veda il para- 
grafo 26.25). Quindi, contrariamente a quanto inge- 
nuamente ci si aspetterebbe, le purine si formano 
inizialmente come ribonucleotidi anziché come basi 
libere. Ulteriori studi hanno dimostrato che organi- 
smi così divergenti come E. coli, lievito, piccioni e 


uomini seguono vie virtualmente identiche per la bio- 


sintesi dei nucleotidi purinici, dimostrando quindi 
ulteriormente l’unità biochimica della vita. 


A. La sintesi della inosina monofosfato 


IMP viene sintetizzato tramite una via metabo- 
lica costituita da 11 reazioni (Fig. 26.3): 


1. L’attivazione del ribosio-5-fosfato 


Il materiale di inizio per la biosintesi delle pu- 
rine è un a-D-ribosio-5-fosfato, un prodotto della via 
dei pentosi fosfati (paragrafo 21.4). Nel primo pas- 
saggio della biosintesi delle purine, la ribosio fosfato 
pirofosfo chinasi attiva questo composto facendolo 
reagire con ATP e formando così il 5-fosforibosil- 
a-pirofosfato (PRPP). 

Questa reazione, che avviene tramite l’attacco nucleo- 
filico del gruppo C(1)-OH del ribosio sul Pg dell'ATP, 
è insolita per il fatto che un gruppo pirofosforilico 
viene direttamente trasferito dall’ATP al C(1) del 
ribosio-5-fosfato e che il prodotto ha la configurazio- 
ne a a livello del C(1). 

PRPP è anche un precursore nella biosintesi delle pi- 
rimidine (paragrafo 26.3A) e degli amminoacidi isti- 
dina e triptofano (paragrafo 24.5B). Quindi, come ci 
si aspetta per un enzima situato ad un crocevia bio- 
sintetico così importante, l’attività della ribosio fo- 
sfato pirofosfochinasi varia col variare della concen- 
trazione di numerosi metaboliti compresi PP; e 
2,3-bisfosfoglicerato, che sono attivatori, e ADP e GDP, 
che sono invece inibitori non competitivi (paragrafo 
13.3C). 

La regolazione della biosintesi dei nucleotidi purinici 
viene ulteriormente discussa nel paragrafo 26.2C. 


2. L’acquisizione dell’atomo N(9) delle purine 


[1147] Nella prima reazione unica della biosintesi 
delle purine, l’amidofosforibosil transferasi ca- 
talizza lo spostamento del gruppo pirofosforico del 


Figura 26.3 La via metabolica della biosintesi de novo di IMP. Il resi- 
duo di purina è costruito su un anello di ribosio in 11 reazioni cata- 
lizzate enzimaticamente. 


PRPP da parte dell’azoto del gruppo amidico della 
glutammina. 

La reazione procede con una inversione della onfigu- 
razione a livello del C(1) del ribosio, con la formazio- 
ne quindi di 8-5-fosforibosilammina e la determi- 
nazione della forma anomerica del futuro nucleoti- 
de. Questa reazione, che viene portata a compimen- 
to grazie alla successiva idrolisi del PP; liberato, è 
la tappa «di comando» dell’intera via. Non è sorpren- 
dente, quindi, che la amidofosforibosil transferasi sia 
soggetta ad inibizione a feedback da parte dei nu- 
cleotidi purinici (paragrafo 26.20). 


3. L’acquisizione degli atomi C(4), C(5) ed N(7) 
delle purine 


Il gruppo carbossilico della glicina forma una 
amide con il gruppo amminico della fosforibosilam- 
mina generando glicinamide ribonucleotide 
(GAR) in una reazione facilitata da un passaggio in- 
termedio di fosforilazione del gruppo carbossilico del- 
la glicina., 

La reazione, che è reversibile nonostante la concomi- 
tante idrolisi di ATP ad ADP+P; che la accompagna, 
è l’unico passaggio della via della biosintesi delle pu- 
rine in cui viene acquisito più di un atomo dell’anel- 
lo purinico. 


4. L’acquisizione dell’atomo C(8) delle purine 


Il gruppo a-amminico libero di GAR viene for- 
milato generando formilglicinamide ribonucleo- 
tide (FGAR). In questa reazione il donatore di for- 
mile è N°°-formiltetraidrofolato. Questo cofattore tra- 
sferisce unità C; da donatori quali serina, glicina e 
formato a vari accettori in numerose reazioni biosin- 
tetiche (paragrafo 24.4D). 


5. L’acquisizione dell’atomo N(3) delle purine 


11 gruppo amminico dell’amide di una seconda 
glutammina viene trasferito all’anello della purina 
in formazione generando formilglicinamidina ri- 
bonucleotide (FGAM). Si ritiene che questa reazio- 
ne, che è sostenuta dall’idrolisi di ATP ad ADP+P,; 
proceda col meccanismo schematizzato nella Fig. 20.4. 
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a-D-ribosio-5-fosfato 
ATP Ribosio fosfato 
AMP pirofosfochinasi 
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8-5-fosforibosilammina 
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3] GAR sintetasi 
ADP + P; 


CH.TNH:. 
vai: 2 
O=C 


—_2 


\ 
°?o3P_0— CHz p__ NH 


H H 
H H 


oH OH 
Glicinamide ribonucleotide (GAR) 
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THF 


4 GAR transformilasi 


Ribosio-5-fosfato 
Formilglicinamide ribonucleotide (FGAR) 
ATP + Gîutammina + H20 
5] FGAM sintetasi 
ADP +Glutammato + P; 
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N 
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Ribosio-5-fosfato 
Formilglicinamidina ribonucleotide (FGAM) 


ATP * 
6] AIR sintetasi 
ADP + P; 
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Ribosio-5-fosfato 


5-amminoimidazolo ribonucleotide (AIR) 


co "a AIR carbossilasi 


| 
Ribosio-5-fosfato 


Carbossiamminoimidazolo ribonucleotide (CAIR) 


Aspurtato + ATP 
8 SACAIR sintetasi 
ADP + Pj 


Ur 

HC-NH— N 
CH, |, CH 
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Ribosio-5-fosfato 
5-amminoimidazolo-4-(N-succinilcarbossamide) 
ribonucleotide (SACAIR) 


9} Adenilsucci iasi 
Funiarato succinato liasi 


Ì 
Ribosio-5-fosfato 
5-amminoimidazolo-4-carbossamide ribonucleotide (AICAR) 
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5-formamminoimidazolo-4-carbossamide 
ribonucleotide (FAICAR) 
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L’ossigeno della forma isoamidica di FGAR reagisce 
con ATP generando un intermedio rappresentato da 
un estere fosforilico. Questo intermedio quindi rea- 
gisce con «NH», l'azoto dell’amide della glutammi- 
na evidenziato attraverso la formazione transitoria 
di un estere tiolico dell’enzima, formando un addot- 
to tetraedrico. 

L’addotto quindi elimina P; generando il prodotto 
imminico, FGAM. Tali reazioni, in cui un ossigeno 
carbossamidico viene sostituito da un gruppo immi- 
nico, sono comuni nella biosintesi dei nucleotidi. Per 
esempio, la reazione 6 di questa via, e la reazione 
che converte IMP ad AMP (paragrafo 26.2B) e UTP 
a CTP (paragrafo 26.3B), seguono meccanismi simili: 
la conversione, cioè di un ossigeno carbamidico a este- 
re fosforile che viene attaccato in modo nucleofilico 
da un atomo di azoto amminico generando un ad- 
dotto tetraedrico che, a sua volta, espelle P; generan- 
do il prodotto della reazione. 


6. La formazione dell’anello imidazolico 
delle purine 


L’anello imidazolico delle purine viene chiuso 
con una condensazione intramolecolare che richiede 
ATP e genera il 5-amminoimidazolo ribonucleo- 
tide (AIR). La aromatizzazione dell’anello imidazo- 
lico viene facilitata dal passaggio tautomerico del rea- 
gente dalla forma imminica alla forma enamminica. 


7. L’acquisizione di C(6) 


1152) L’atorno C(6) delle purine viene introdotto co- 
me CO; in una reazione di carbossilazione che ge- 
nera carbossiamminoimidazolo ribonucleotide 
(CAIR). La reazione è insolita per il fatto che non 
usa biotina (un cofattore di carbossilazione; paragra- 
fo 21.1A) né richiede una fonte di energia come 
l’ATP. La reazione che, come ci si potrebbe aspetta- 
re, ha un equilibrio sfavorevole, è sostenuta grazie 
al suo accoppiamento con le reazioni esoergoniche 
che si trovano più a valle lungo la via. 


8. L’acquisizione di N(1) 


L’atomo N(1) delle purine è fornito dall’aspar- 
tato in una reazione di condensazione che genera una 
amide formando 5-amminoimidazolo-4-(N-suc- 
cinilcarbossamide) ribonucleotide (SACAIR). La 


reazione, che è sostenuta dall’idrolisi di ATP in 
ADP+P;, assomiglia chimicamente alla reazione 3. 
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9. L’eliminazione del fumarato 


Il taglio di SACAIR libera fumarato e genera 
5-amminoimidazolo-4-carbossamide ribonucleo- 
tide (AICAR). Le reazioni 8 e 9 assomigliano chimi 
camente alle reazioni del ciclo dell’urea in cui la ci- 
trullina è dotata di un gruppo amminico per forma- 
re arginina (paragrafi 24.2C e 24.2D). In entrambe 
le vie, il gruppo amminico dell’aspartato viene tra- 
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Figura 26.4 Il meccanismo della sostituzione, sostenuta da ATP, di 
un ossigeno carbossamidico con un gruppo imminico nella biosintesi 
dei nucleotidi. Qui «NH3» indica che lo stato covalente dell'azoto 
derivato dall’amide della glutammina, che non si scambia con il sol- 
vente, è incerto. 
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sferito a un accettore mediante una reazione di ac- 
coppiamento sostenuta da ATP seguita dall’elimina- 
zione dello scheletro carbonioso dell’aspartato come 
fumarato. Anche in piante e microorganismi viene 
generato AICAR nella biosintesi dell’istidina (para- 
grafo 24.5B) ma poiché, in quel processo, AICAR vie- 
ne derivato da ATP, non fgrnisce al netto biosintesi 
di purine. 


10. L’acquisizione di C(2) 


L’atomo finale dell’anello delle purine viene ac- 
quisito mediante la formilazione da N!°-formiltetra- 
idrofolato generando 5-formamminoimidazolo- 
4-carbossiamide ribonucleotide (FAICAR). Nei 
batteri questa reazione e quella nella reazione 4 sono 
indirettamente inibite dai sulfonamidi che, si ricor- 
derà, impediscono la sintesi del folato competendo 
con il suo componente p-amminobenzoato (paragra- 
fo 24.4D). Gli animali, compreso l’uomo, devono in- 
trodurre folati con la dieta, poiché sono incapaci di 
sintetizzarli. Essi non sono quindi influenzati dai sul- 
fonamidi. Le proprietà antibiotiche dei sulfonamidi 
risultano quindi in gran parte dall’inibizione della 
biosintesi degli acidi nucleici in batteri suscettibili. 


11. La ciclizzazione che forma IMP 


La reazione finale della via, la chiusura dell’a- 
nello per formare IMP, procede con l’eliminazione 
di acqua. i 

Contrariamente alla reazione 6, la ciclizzazione che 
genera l’anello imidazolico, questa reazione non com- 
porta idrolisi di ATP. 


B. La sintesi dei ribonucleotidi adenina 
e guanina a partire da inosina monofosfato 


IMP non si accumula nella cellula ma viene in- 
vece rapidamente convertito in AMP e GMP. L’AMP, 
che differisce dall’IMP solo per la sostituzione del suo 
gruppo 6-chetonico con un gruppo amminico, viene 
sintetizzato con una via a due reazioni (Fig. 26.5, a 
sinistra). 

Nella prima reazione, il gruppo amminico dell’aspar- 
tato viene legato ad IMP con una reazione sostenuta 
dall’idrolisi di GTP a GDP + Pi, generando adenilsuc- 
cinato. Nella seconda reazione, l’adenilsuccinato 
liasi elimina il fumarato dall’adenilsuccinato forman- 
do l’ AMP. Questo enzima catalizza anche la reazione 
9 della via dell’IMP (Fig. 26.3). 


Anche il GMP viene sintetizzato a partire da IMP 
con una via a due reazioni (Fig. 26.5, a destra). Nella 
prima reazione IMP viene deidrogenato mediante la 
riduzione di NAD* formando xantosina monofo- 
sfato (XMP; il ribonucleotide della base xantina). 
XMP viene quindi convertito a GMP mediante il tra- 
sferimento dell’azoto amidico della glutammina in 
una reazione sostenuta dall’idrolisi di ATP ad 
AMP+PP; (e successivamente a 2P)). 


I nucleosidi difosfati e trifosfati sono sintetizzati 
mediante fosforilazione 
dei nucleosidi monofosfati 


Per partecipare alla sintesi degli acidi nucleici 
i nucleosidi monofosfati devono prima essere conver- 
titi nei corrispondenti nucleosidi trifosfati. Nella pri- 
ma delle due reazioni sequenziali di fosforilazione 
che portano a questo risultato, i nucleosidi difosfati 
vengono sintetizzati a partire dai corrispondenti nu- 
cleosidi monofosfati ad opera di nucleoside mono- 
fosfato chinasi base specifiche. L’adenilato chinasi, 
per esempio (paragrafo 15.4C), catalizza la fosforila- 
zione di AMP ad ADP: 


AMP+ATP == 2ADP 


Analogamente, il GTP viene prodotto da un enzima 
specifico per la guanina: 


GMP + ATP == GDP+ ADP 


Queste nucleoside monofosfato chinasi non discrimi- 
nano tra ribosio e deossiribosio nel substrato. 

I nucleosidi difosfati sono convertiti nei trifosfati 
corrispondenti ad opera della nucleoside difosfato 
chinasi; per esempio: 


GDP+ATP ==GTP + ADP 


Anche se questa reazione è scritta con ATP come 
il donatore del fosforile e GDP come l’accettore, la 
nucleoside difosfato chinasi non è specifica per la ba- 
se di entrambi i suoi substrati e per il fatto che i 
residui di zucchero siano ribosio o deossiribosio. Que- 
ste reazioni, come ci si potrebbe aspettare dalla strut- 
tura quasi identica dei loro substrati e prodotti, nor- 
malmente operano vicino all’equilibrio (AG=0). ADP 
è naturalmente convertito anche ad ATP da nume- 
rose reazioni che rilasciano energia quali quelle del- 
la glicolisi e della fosforilazione ossidativa. Sono que- 
ste reazioni, infatti, che in definitiva sostengono le 
precedenti reazioni di chinasi. 
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Figura 26.5 IMP viene convertito ad AMP o CMP in vie metaboliche 
separate a due reazioni. 


C. La regolazione della biosintesi 
dei nucleotidi purinici 


Le vie metaboliche coinvolte nel metabolismo 
degli acidi nucleici sono rigidamente regolate come 
è messo in evidenza, per esempio, dall’aumentato rit- 
mo della sintesi di nucleotidi durante la proliferazio- 
ne cellulare. Le vie di sintesi di IMP, ATP e GTP, 
infatti, sono regolate individualmente nella maggior 
parte delle cellule in modo non solo che sia controlla- 
ta la quantità totale dei nucleotidi purinici prodotti 
ma che siano anche coordinate le quantità relative 
di ATP e GTP. Questa rete di controllo è schematiz- 
zata nella Fig. 26.6. 

La via dell’IMP è regolata in corrispondenza delle 
prime due reazioni: quelle che catalizzano la sintesi 
di PRPP e di 5-fosforibosilammina. Abbiamo già vi- 
sto che la ribosio fosfato pirofosfochinasi, l'enzima 


o 
SUL 
| Ò 
DE n, 


È Ribosio-5-fosfato 


Xantosina monofosfato (XMP) 


‘Glutammina + ATP + H,0 
GMP sintasi 
Glutammato + AMP + PP; 


Ribosio-5-fosfato 


GMP 


che catalizza la reazione 1 della via dell’IMP, è inibi- 
ta sia da ADP che da GDP (paragrafo 26.2A). L’ami 
dofosforibosil transferasi, l'enzima che catalizza il pri- 
mo passaggio finalizzato della via dell’IMP (reazione 
2), va analogamente soggetto a inibizione da feed- 
back. In questo caso, però, l'enzima lega ATP, ADP 
ed AMP in corrispondenza di un sito inibitorio e GTP, 
GDP e GMP in corrispondenza di un altro. Il ritmo 
di produzione di IMP è, di conseguenza, controllato 
indipendentemente ma sinergisticamente dai livelli dei 
nucleotidi adeninici e guaninici. Inoltre, la amidofo- 
sforibosil transferasi è stimolata allostericamente da 
PRPP (attivazione a «feed forward»). 

Un secondo livello di regolazione si situa immedia- 
tamente sotto il punto di diramazione che porta da 
IMP ad AMP e GMP. AMP e GMP sono ciascuno un 
inibitore competitivo di IMP nella via della propria 
sintesi, così che viene impedito un eccessivo accu- 
mulo di questi prodotti. In aggiunta, le velocità di 
sintesi dei nucleotidi adeninici e guaninici sono coor- 
dinate. Ricordate che il GTP fornisce energia per la 
sintesi di AMP a partire da IMP, mentre ATP sostie- 
ne allo stesso modo la sintesi di GMP da IMP (para- 
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Figura 26.6 La rete di controllo della via biosintetica delle purine. 
Gli ottagoni rossi e quello verde indicano i punti di controllo. L'inibi- 
zione a feedback è indicata da frecce rosse tratteggiate e l'attivazione 
a feed forward è rappresentata da freccia verde tratteggiata. 


grafo 26.2B). Questa reciprocità serve a bilanciare la 


‘produzione di AMP e GMP (che sono necessari in 


quantità approssimativamente uguali nella biosinte- 
si degli acidi nucleici): la velocità della sintesi di GMP 
aumenta con [ATP], mentre quella di AMP cresce con 
[GTP]. 


D. Il salvataggio delle purine 


La maggior parte delle cellule hanno un attivo 
ricambio di molti dei loro acidi nucleici (in particola- 
re di alcuni tipi di RNA) che, attraverso i processi 
di degradazione descritti nel paragrafo 26.5A, ha co- 
me risultato il rilascio di adenina, guanina e ipoxan- 
tina. 

Queste purine libere sono riconvertite nei loro nu- 
cleotidi corrispondenti attraverso le vie di salvatag- 
gio. Contrariamente alla via della sintesi de novo del. 
le purine, che è virtualmente identica in tutte le cel- 
lule, le vie di salvataggio hanno caratteristiche e di- 
stribuzione diverse. Nei mammiferi le purine sono 
per la maggior parte recuperate ad opera di due di- 


versi enzimi. La adenina fosforibosiltransferasi 
(APRT) media la formazione di AMP mediante il 
trasferimento di adenina a PRPP con conseguente 
liberazione di P;: 


adenina + PRPP == AMP +PP; 


La ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi 
(HGPRT) catalizza la reazione analoga per guanina 
e ipoxantina: 


ipoxantina + PRPP =" IMP + PP; 
guanina + PRPP == GMP + PP; 


La sindrome di Lesch-Nyhan deriva 
da un deficit di HGPRT 


I sintomi della sindrome di Lesch-Nyhan, che 
è determinata da un grave deficit di HGPRT, indica- 
no che le reazioni di salvataggio delle purine hanno 
funzioni diverse dalla conservazione dell’energia ne- 
cessaria per la biosintesi de novo delle purine. Que- 
sto difetto congenito legato al sesso (colpisce quasi 
esclusivamente maschi) determina una produzione 
eccessiva di acido urico (l’acido urico è un prodotto 
della degradazione delle purine; paragrafo 26.5A) ed 
anormalità neurologiche come spasticità, ritardo men- 
tale e comportamento altamente aggressivo e distrut- 
tivo compresa una strana e grave propensione all’au- 
tomutilazione. 

Molti bambini, per esempio, affetti dalla sindrome 
di Lesch-Nyhan hanno un tale irresistibile bisogno 
di mordersi labbra e dita che devono essere legati. 
Se queste costrizioni sono rimosse, i pazienti in gra- 
do di comunicare vi pregheranno di rilegarli altri- 
menti riprenderanno ad autoferirsi. 

L’eccessiva produzione di acido urico in pazienti 
con la sindrome di Lesch-Nyhan è facilmente spiega- 
bile. La mancanza di attività HGPRT porta ad un ac- 
cumulo del PRPP che sarebbe altrimenti usato nel 
salvataggio di ipoxantina e guanina. PRPP in eccesso 
attiva la amidofosforibosil transferasi (che catalizza 
la reazione 2 della via della biosintesi di IMP) aumen- 
tando quindi enormemente la velocità della sintesi 
dei nucleotidi purinici e conseguentemente quella del 
loro prodotto di degradazione, l’acido urico. La base 
fisiologica, però, delle anormalità neurologiche asso- 
ciate rimane oscura. Che un deficit di un singolo en- 
zima possa determinare tali profonde ma ben defini- 
te modificazioni del comportamento ha cionondime- 
no importanti implicazioni psichiatriche. 
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3. LA SINTESI 
DEI RIBONUCLEOTIDI PIRIMIDINICI 


La biosintesi delle pirimidine è un processo più 
semplice di quella delle purine. Esperimenti di mar- 
catura con isotopi hanno dimostrato che gli atomi 
N(1), C(4), C(5) e C(6) dell’anello delle pirimidine de- 
rivano tutti dall’acido aspartico, C(2) deriva da 
HCO7, ed N(3) è fornito dalla glutammina (Fig. 26.7). 
In questo paragrafo discuteremo le vie della biosin- 
tesi dei ribonucleotidi pirimidinici e la regolazione 
di questi processi. 
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Figura 26.7 Le origini biosintetiche degli atomi dell'anello delle piri- 
midine. 


A. La sintesi di UMP 


[163] Il maggiore impulso nello studio della via della 
biosintesi de novo dei ribonucleotidi pirimidinici è 
stata l'osservazione che dei mutanti della muffa del 
pane Neurospora crassa, che non sono in grado di 
sintetizzare le pirimidine e necessitano quindi sia di 
citosina che di uracile nel loro terreno di coltura, cre- 
scono normalmente quando vengono riforniti di aci- 
do orotico (acido uracile-6-carhossilico) invece che 
di pirimidine. 
° O 


LL. 


O N SC00H 
H 


Acido orotico (acido uracile-6-carbossilico) 


Questa osservazione ha portato alla definizione della 
seguente via a sei reazioni per la biosintesi di UMP 
(Fig. 26.8). Notate che, contrariamente al caso dei nu- 
cleotidi purinici, l’anello delle pirimidine è accoppia- 
to alla molecola di ribosio-5-fosfato dopo essere stato 
sintetizzato. i 


1. La sintesi di carbamil fosfato 


La prima reazione della biosintesi delle pirimi- 
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dine è la sintesi di carbamil fosfato da HCO; e dal- 
l’azoto amidico della glutammina ad opera dell’enzi- 
ma citosolico carbamil fosfato sintetasi II. Questa 
reazione è insolita per il fatto che non utilizza bioti- 
na e consuma due molecole di ATP: una fornisce un 
gruppo fosfato e l’altra fornisce l'energia per la rea- 
zione. Abbiamo precedentemente discusso la sintesi 
di carbamil fosfato in relazione alla formazione di 
arginina (paragrafo 24.2A). Quando l’arginina viene 
sintetizzata attraverso il ciclo dell’urea, il carbamil 
fosfato che viene usato in questo processo è sintetiz- 
zato da un enzima mitocondriale indipendente, la 
carbamil fosfato sintetasi I, che utilizza ammo- 
niaca come fonte di azoto. Solo i procarioti hanno 
una carbamil fosfato sintetasi che serve sia nella bio- 
sintesi delle pirimidine che dell’arginina ed utilizza 
la glutammina. 


2. La sintesi di carbamil aspartato 


La condensazione del carbamil fosfato con 
aspartato che genera carbamil aspartato è cataliz- 
zata dalla aspartato transcarbamilasi (ATCasi). 
Questa reazione, la tappa «di comando» della via, pro- 
cede senza bisogno di ATP poiché il carbamil fosfato 
è intrinsecamente attivato. La struttura e la regola- 
zione della ATCasi di E. coli sono discusse nel para- 
grafo 12.4. 


3. La chiusura dell’anello 
che genera diidroorotato 


[166] La terza reazione della via è stata delucidata 
da Arthur Kornberg in conseguenza della sua osser- 
vazione che i microorganismi obbligati a vivere con 
acido orotico come fonte di carbonio prima lo ridu- 
cono a diidroorotato. La reazione che forma l’anel- 
lo pirimidinico genera diidroorotato con una conden- 
sazione intramolecolare catalizzata dalla diidrooro- 
tasi. 


4. L’ossidazione del diidroorotato 


Il diidroorotato viene ossidato irreversibilmen- 
te ad orotato da parte della diidroorotato deidro- 
genasi. L’enzima eucariotico, che contiene FMN e 
Fe non eme, è associato con la membrana interna 
dei mitocondri dove i chinoni riforniscono il suo po- 
tere ossidante. (Molte diidroorotato deidrogenasi bat- 
teriche sono flavoproteine legate a NAD* che con- 
tengono FMN, FAD e Fe non eme.) 
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Figura 26.8 La via metabolica per la sintesi de novo di UMP consiste 
di sei reazioni catalizzate enzimaticamente. Notate come, contraria- 
mente al caso della biosintesi delle purine (Fig. 26.3), l'anello delle 
pirimidine sia formato prima della sua unione all’anello di ribosio. 


Questi enzimi funzionano normalmente in modo 
degradativo, nella direzione cioè orotato — dii- 
droorotato, permettendo quindi a questi batteri di 
metabolizzare orotato e giustificando l’osservazione 
di Kornberg. 


5. L’acquisizione 
della molecola di fosfato del ribosio 


L’orotato reagisce con PRPP generando 
orotidina-5’-monofosfato (OMP) in una reazione 
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catalizzata dalla orotato fosforibosil transferasi e 
che è sostenuta dall’idrolisi del PP; che viene elimi- 
nato. 

Questa reazione fissa la forma anomerica dei nu- 
cleotidi pirimidinici nella configurazione f. La orota- 
to fosforibosil transferasi funziona anche salvando 
altre basi pirimidiniche, come uracile e citosina, me- 
diante la loro conversione nei nucleotidi corrispon- 
denti. 


6. La decarbossilazione che genera UMP 


La reazione finale della via è la decarbossilazio- 
ne di OMP da parte della OMP decarbossilasi che 
genera UMP. Questa è una reazione insolita per il 
fatto che non ha bisogno di cofattori. 
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Nei batteri, i sei enzimi della biosintesi di UMP so- 
no proteine indipendenti. Negli animali, tuttavia, co- 
me ha dimostrato Mary Ellen Jones, le prime tre atti- 
vità enzimatiche della via, carbamil fosfato sintetasi 
II, ATCasi e diidroorotasi, sono tutte a carico di una 
singola catena polipeptidica di 210 KD. 

Analogamente, le reazioni 5 e 6 della via delle piri- 
midine negli animali sono catalizzate da un singolo 
polipeptide (anche se questa osservazione è discussa) 
come lo sono le reazioni 3, 4 e 6, le reazioni 7_e 8, 
e le reazioni 10 e 11 della biosintesi delle purine ne- 
gli animali (paragrafo 26.2A). I prodotti intermedi di 
questi enzimi multifunzionali non sono facilmente li- 
berati nel mezzo ma sono invece incanalati verso le 
successive attività enzimatiche della via. L’incanala- 
mento aumenta la velocità complessiva di un proces- 
so multifasico e protegge i prodotti intermedi dalla 
degradazione da parte di altri enzimi cellulari. Ab- 
biamo visto in precedenza che anche tutte e sette 
le attività enzimatiche che catalizzano la sintesi de- 
gli acidi grassi negli animali avvengono su di una 
singola molecola proteica (paragrafo 23.4C), e che l’in- 
termedio indolico nella reazione della triptofano sin- 
tetasi passa tra i due siti attivi dell’enzima bifunzio- 
nale attraverso un tunnel proteico (paragrafo 24.58). 
Sta diventando sempre più chiaro che l’associazione 


di enzimi funzionalmente correlati è un fenomeno 
diffuso. 


B. La sintesi di UTP e CTP 


La sintesi di UTP da UMP è analoga alla sintesi 
dei nucleotidi purinici trifosfati (paragrafo 26.2B). Il 
processo procede tramite le azioni in sequenza di una 
nucleoside monofosfato chinasi e di una nucleoside 
difosfato chinasi: 


UMP + ATP == UDP + ADP 

UDP+ATP =" UTP+ADP 
CTP si forma per amminazione di UTP da parte del- 
la CTP sintasi (Fig. 26.9). Negli animali il gruppo 


amminico è donato dalla glutammina mentre nei bat- 
teri è fornito direttamente dall’ammoniaca. 


C. La regolazione della biosintesi 
dei nucleotidi pirimidinici 


1171] Nei batteri la via della biosintesi delle pirimidi- 
ne è regolata in primo luogo alla reazione 2, la rea- 
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Figura 26.9 La sintesi di CTP da UTP. 


zione della ATCasi (Fig. 26.10). In E. coli il controllo 
è svolto tramite la stimolazione allosterica della 
ATCasi da parte di ATP e la sua inibizione da parte 
di CTP (paragrafo 12.4). In molti batteri, però, UTP 
è il principale inibitore della ATCasi. 

Negli animali ’ATCasi non è un enzima regolato- 
rio. La biosintesi delle pirimidine, piuttosto, è con- 
trollata dalla attività della carbamil fosfato sintetasi 
II, che è inibita da UDP ed UTP ed attivata da ATP 
e PRPP (Fig. 26.10b). Un secondo livello di controllo 
nella via dei mammiferi si registra sulla OMP decar- 
bossilasi per cui UMP e, in misura minore, CMP sono 
inibitori competitivi. 

In tutti gli organismi la velocità di produzione di 
OMP varia con la disponibilità del suo precursore, 
PRPP. Il livello di PRPP, si ricorderà, dipende dall’at- 
tività della ribosio fosfato pirofosfochinasi, che è ini 
bita da ADP e GDP (paragrafo 26.2A). 


La orotico aciduria deriva da una deficienza 
enzimatica ereditaria 


1172] La orotico aciduria, una forma morbosa uma- 
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Figura 26.10 La rete di controllo della biosintesi delle pirimidine (a) 
in £. coli, e (b) negli animali. Gli ottagoni rossi ed i punti verdi indica- 
no i punti di controllo. L'inibizione a feedback è rappresentata con 
frecce rosse tratteggiate e l'attivazione è indicata da frecce verdi trat-' 
teggiate. ° 


na ereditaria, è caratterizzata dall’escrezione di gran- 
di quantità di acido orotico nell’urina, da ritardo di 
crescita e da grave anemia. Essa deriva da una defi- 
cienza nell’enzima bifunzionale che catalizza le rea- 
zioni 5 e 6 della biosintesi dei nucleotidi pirimidini- 
ci. L'analisi della biochimica di questa situazione ha 
condotto al suo efficace trattamento: la somministra- 
zione di uridina e/o citidina. L’UMP formato attra- 
verso la fosforilazione di questi nucleosidi, oltre a 
sostituire quelli sintetizzati normalmente, inibisce la 
carbamil fosfato sintetasi II attenuando così la sintesi 
di acido orotico. 


DI DEOSSIRIBONUCLEOTIDI 


G173]1 DNA differisce chimicamente dall’RNA in 
due aspetti principali: (1) i suoi nucleotidi contengo- 
no residui di 2’-deossiribosio invece che di ribosio, 
e (2) esso contiene la base timina (5-metiluracile) in- 
vece che uracile. In questo paragrafo prenderemo 
in considerazione la biosintesi di questi componenti 
del DNA. 


A. La produzione 
dei residui di deossiribosio 


I deossiribonucleotidi vengono sintetizzati a par- 
tire dai loro ribonucleotidi corrispondenti per ridu- 
zione della loro posizione C(2') invece che sintetizzati 
de novo usando precursori contenenti deossiribosio. 


ANDP 


Questa via è stata definita grazie a Irwin Rose che 
studiò come i ratti metabolizzassero citidina radio- 
marcata con !C sia. nella base che nel ribosio. Il 
dCMP recuperato dal DNA dei ratti mostrava lo stes- 
so rapporto di marcatura nei suoi residui di citosina 
e di deossiribosio che aveva la citidina originaria in- 
dicando che i componenti del DNA rimanevano uni- 
ti durante la sintesi del DNA. Se i residui di citosina 
e di ribosio fossero stati separati, la diluizione dei 
residui marcati di citosina e di ribosio con residui 
non marcati, che sono presenti nei tessuti del ratto 
in quantità differenti, avrebbe alterato questo rap- 
porto. 

Gli enzimi che catalizzano la formazione dei deos- 
siribonucleotidi per riduzione dei ribonucleotidi cor- 
rispondenti vengono chiamati ribonucleotide re- 
duttasi. Si conoscono tre tipi di ribonucleotide re- 
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duttasi: (1) gli enzimi che contengono Fe(Ill) non eme 
nei loro siti attivi; (2) gli enzimi che utilizzano cofat- 
tori 5’-deossiadenosilcobalamminici (coenzima Biz; 
paragrafo 23.2E); e (3) enzimi dipendenti da Mn. La 
chimica delle reazioni catalizzate per lo meno dai 
primi due tipi di enzimi è, ciò non di meno, sorpren- 
dentemente simile; entrambi sostituiscono il gruppo 
2'-OH del ribosio con H tramite un meccanismo a 
radicali liberi in cui la fonte immediata di equivalen- 
ti riducenti è una coppia di gruppi sulfidrilici del- 
l'enzima. I primi due tipi di enzima sono ampiamen- 
te distribuiti tra i procarioti; alcune specie hanno gli 
enzimi con Fe(IIl) mentre altre specie, talvolta corre- 
late, hanno gli enzimi con il coenzima Bz (gli enzi- 
mi dipendenti da Mn sono stati scoperti solo di re- 
cente in alcuni procarioti e sono in gran parte non 
caratterizzati). Tutti gli eucarioti, tranne poche spe- 
cie unicellulari, hanno però la varietà contenente Fe. 
Parleremo solo degli enzimi contenenti Fe. 


La ribonucleotide reduttasi di E. coli 


Le ribonucleotide reduttasi contenenti Fe ridu- 
cono i ribonucleosidi difosfati nei corrispondenti deos- 
siribonucleosidi difosfati: 


NDP —> dNDP 


La ribonucleotide reduttasi di E. coli, come ha dimo- 
strato Peter Reichard, è costituita da due copie cia- 
scuna di due diverse subunità, B1 (160 kD) e B2 (78 
kD), che insieme formano il sito attivo dell’enzima 
(Fig. 26.11). Ciascuna subunità B1 contiene tanto una 
coppia sulfidrilica attiva in senso riducente quanto 
due siti di legame con l’effettore indipendenti che 
controllano sia l’attività catalitica dell'enzima che la 
sua specificità per il substrato (vedi più avanti). Gli 
ioni Fe(III) non eme delle subunità B2 formano un 
gruppo Fef*—O—Fe?* che interagisce con Tyr 122 
su una delle subunità B2 formando, come indicano 
misurazioni EPR, un insolito radicale tirosilico libe- 
ro. L'enzima dimerico quindi ha solo un sito cataliti- 
camente attivo. 

La ribonucleotide reduttasi di E. coli è inibita dal- 
l’idrossiurea, 

OH 


N 
x 


Il 
HyN— C—NH— OH SE 


Idrossiurea 8-idrossichinolina 


che estingue (distrugge) specificamente il radicale ti- 
rosile, e dalla 8-idrossichinolina, che chela gli ioni 
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Fe3*. Le ribonucleotide reduttasi dei mammiferi 
hanno caratteristiche simili all’enzima di £. coli. L’i- 
drossiurea, infatti, viene usata in clinica come agen- 
te antitumorale. 

Se la ribonucleotide reduttasi viene incubata con 
[3'-SHIUDP, una frazione piccola ma riproducibile 
sperimentalmente di 3H viene liberata come 3H;0. 
Questa osservazione assieme a misurazioni della ci- 
netica hanno indotto JoAnne Stubbe a proporre il 
seguente meccanismo catalitico per la ribonucleotide 
reduttasi di E. coli (Fig. 26.12): 


1. Il radicale libero della ribonucleotide reduttasi sot- 
trae un atomo di H dal C(3‘) del substrato nel pas- 
saggio che determina la velocità della reazione. 

2. e 3. Il taglio catalizzato da acido del legame C(2’)— 
OH libera H:0 generando un intermedio radica- 
le cationico. Il radicale media la stabilizzazione 
del catione C(2’) mediante la coppia di elettroni 
non condivisi del gruppo 3'-OH, rendendo conto 
quindi del ruolo catalitico del radicale. 

4. L’intermedio radicale cationico viene ridotto dal- 
la coppia sulfidrilica, attiva in senso riducente, del- 
l'enzima che genera un radicale 3‘-deossinucleo- 
tide ed un gruppo disolfuro proteico. 

5. Il radicale 3’ risottrae un atomo di H dalla protei- 
na generando il prodotto deossinucleoside trifo- 
sfato e riportando l’enzima al suo stato radicale. 
Una piccola frazione degli atomi H originariamen- 
te sottratti si scambia con il solvente prima di po- 
ter essere sostituita, rendendo così conto del rila- 
scio di 3H in seguito a riduzione di [3'-#H]UDP. 


La struttura della subunità B2 
della ribonucleotide reduttasi 


La struttura ai raggi X della subunità B2 della 
ribonucleotide reduttasi di E. coli mostra chiaramen- 
te che ciascuna di queste subunità contiene due ioni 
Fe(IIl) invece che un singolo Fe(IIl) come era stato 
suggerito da studi precedenti. Poiché, quindi, l’evi- 
denza spettroscopica indica che il centro catalitico 
dell'enzima contiene un complesso binucleare di 
Fe(IIl), l'enzima omodimerico ha due siti attivi inve- 
ce di uno come si era assunto in precedenza (Figura 
26.11). I due ioni Fe(III) di ciascun centro binucleare 
sono distanti 3,3 À e sono doppiamente collegati da 
uno ione 0?- (un ponte u-ossi) e dal gruppo carbos- 
silico di un residuo Glu. In più, ciascun Fe(IIl) è ulte- 
riomente legato da due atomi di O carbossilici di un 
residuo Asp o Glu, da un atomo N; di His, e da una 
molecola d’acqua. I due centri binucleari di Fe del 
dimero sono distanti 25 À. 
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Siti allosterici 


Sito della specificità 
(ATP, dATP, dGTP, ATTP) Sd 
Sito dell'attività a 
(ATP, dATP) — .) 
Sito che lega il substrato 
(ATP, GDP, UDP, CDP)—C Ò 


i Subunità Bo 


Figura 26.11 La ribonucleotide reduttasi di £. coli. Notate che l’enzi- 
ma, anche se consiste di due coppie identiche di subunità, contiene 
solo un radicale tirosile (rosso) e un gruppo Fef*—O—Fe?* e ha 
quindi solo un sito attivo. (Fonte: THELANDER, L. e REICHARD, P., An- 
nu. Rev. Biochem., 48, p. 126, 1979.) i 


Indagini spettroscopiche recenti indicano che il ra- 
dicale tirosilico dell'enzima è un radicale fenossilico 
($-O) anziché un radicale protonato come era stato 
precedentemente ipotizzato (Figura 26.11). La strut- 
tura ai raggi X mostra che il radicale tirosilico si tro- 
va a 5 À dall’atomo di Fe più vicino ed è infossato 
10 À sotto la superficie della proteina, dove non en- 
tra in contatto con il solvente né con qualunque altra 
catena laterale ossidabile. Il radicale tirosilico non può 
di conseguenza sottrarre direttamente un atomo di 
idrogeno dal substrato (Figura 26.12). Esso probabil- 
mente partecipa ad un più ampio processo di trasfe- 
rimento di elettroni che potrebbe anche coinvolgere 
il centro Fe. 


Figura 26.12 Il meccanismo enzimatico della ribonucleotide redutta- 
si. La reazione avviene tramite un processo mediato da un radicale 
libero in cui gli equivalenti riducenti sono forniti dalla formazione 
di un legame disolfuro dell'enzima. (Fonte: StuB8E, }. A., ATOR, M. 
e KRENITSKY, T., /. Biol. Chem., 258, p. 1630, 1983.) 
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Tjoredossina e glutaredossina sono agenti 
riducenti fisiologici della ribonucleotide reduttasi 


Il passaggio finale nel ciclo catalitico della ribo- 
nucleotide reduttasi è la riduzione del legame disolfu- 
ro appena formatosi dell’enzima per ripristinare la 
coppia sulfidrilica attiva in senso riducente. I ditioli 
come il ditiotreitolo (paragrafo 6.1B) possono essere 
usati in vitro come agenti riducenti per questo pro- 
cesso grazie a una reazione di scambio disolfuro. Uno 
degli agenti riducenti fisiologici dell'enzima, però, 
è la tioredossina, una proteina monomerica ubiqui- 
taria di 12 KD che ha una coppia di residui Cys mol- 
to vicini (abbiamo già incontrato la tioredossina nel 
nostro studio dell'attivazione indotta dalla luce del 
ciclo di Calvin; paragrafo 22.3B). La tioredossina ri- 
duce la ribonucleotide reduttasi ossidata tramite uno 
scambio disolfuro. 


2 SH 
Tioredossina + | Ribonucleotide 
(ridotta) “ SH ST reduttasi 
| (ossidata) 
DRS) HSx 
Tioredossina | + Ribonucleotide 
(ossidataà “S HST reduttasi 
(ridotta) 


La struttura ai raggi X della tioredossina (Fig. 26.13) 
rivela che il suo gruppo disolfuro attivo in senso rì- 
ducente si trova su di una sporgenza della molecola 
che rende questa proteina l’unico esempio noto di 
enzima «maschio». 

La tioredossina ossidata viene, a sua volta, ridotta da 
NADPH con una reazione mediata dalla flavoprotei- 
na tioredossina reduttasi. NADPH quindi funzio- 
na come un agente riducente terminale nella ridu- 
zione mediata dalla ribonucleotide reduttasi di NDP 
a ANDP (Fig. 26.14). 

L'esistenza di un mutante vitale di E. coli privo di 
tioredossina indica che questa proteina non è l’unica 
sostanza in grado di ridurre in vivo la ribonucleotide 
reduttasi ossidata. Questa osservazione ha portato al- 
la scoperta della glutaredossina, una proteina mo- 
nomerica di 11 kD contenente un gruppo disolfuro 


— _ L | ;d I X L 
IIOSE SII I La 
NADP* NI e duet NDP 


FADH; 


Tioredossina reduttasi Tioredossina 


* fosfati deve ancora essere stabilita. 


Ribonucleotide 
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Ponte S-S 


Figura 26.13 La struttura ai raggi X della tioredossina di £. coli nel 
suo stato ossidato (disolfuro). Le due sfere gialle nella sporgenza sulla 
sinistra rappresentano i gruppi disolfuro attivi nella reazione redox 
della proteina. (Fonte: un disegno di B. Furugren in HOLMGREN, A., 
Séoersero, B.-O., ExLunD, H. e BrANDÉN, C.l., Proc. Natl. Acad. Sci., 
72, p. 2307, 1975.) 


che pure è in grado di ridurre la ribonucleotide re- 
duttasi (i mutanti privi sia di tioredossina che di glu- 
taredossina non sono vitali). La glutaredossina ossi- 
data viene ridotta, tramite uno scambio disolfuro, dal 
tripeptide contenente Cys glutatione che, a sua vol 
ta, viene ridotto da NADPH con una reazione cataliz- 
zata dalla flavoproteina glutatione reduttasi (il gluta- 
tione e la glutatione reduttasi sono descritti nel para- 
grafo 14.4). L'importanza relativa di tioredossina € 
glutaredossina nella riduzione dei ribonucleosidi di- 


La generazione del radicale 
della ribonucleotide reduttasi 
coinvolge superossido dismutasi e catalasi 


Uno degli aspetti più notevoli della ribonucleo- 


Figura 26.14 Una via di trasferimento di 
elettroni per la riduzione dei nucleosidi 
difosfato (NDP). Il NADPH provvede gli 
equivalenti riducenti per questo processo 
attraverso la mediazione di tioredossina 


reduttasi duttasi. 


reduttasi, tioredossina e ribonucleotide re 
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tide reduttasi di E. coli è la sua capacità di mantenere 
indefinitamente il suo stato di radicale normalmente 
altamente reattivo. La neutralizzazione del radicale, 
infatti, mediante trattamento con idrossiurea per 
esempio, inattiva l'enzima. Come viene generato al- 
lora il radicale in origine? In vitro il radicale può es- 
sere ripristinato semplicemente trattando l’enzima 
inattivo con Fe(Il) e con acido ascorbico in presenza 
di O2. In vivo, però, la generazione del radicale ri- 
chiede la presenza di quattro proteine e di O): 


1. Una NAD(P)E: flavina ossidoreduttasi, che parte- 
cipa alla generazione del radicale tirosile e libera 
ione superossido, 057 (che pure è un prodotto 
minore del metabolismo ossidativo). i 

2. La superossido dismutasi (SOD), che elimina 
l’altamente reattivo e quindi distruttivo radicale 
superossido: 


207 +2H* — H202+ 02 


3. La catalasi, che completa il processo di detossifi- 
cazione del radicale ossigeno dismutando 1°H30 
in H:0 e O; (paragrafo 1.2A). 

4. Una proteina la cui funzione è sconosciuta ma che 
può essere sostituita, in vitro, da Fe(Il). 


La ribonucleotide reduttasi è regolata 
da una complessa rete di feedback 


La sintesi dei quattro ANTP nelle quantità ne- 
cessarie per la sintesi del DNA viene ottenuta me- 
diante controllo a feedback. Il mantenimento di cor- 
retti rapporti intracellulari tra i ANTP è essenziale 
per una crescita normale. Un’alterazione, infatti, di 
questo equilibrio è mutagenica poiché la probabilità 
che un dato dNTP venga erroneamente incorporato 
in un filamento di DNA in allungamento aumenta 
con l’aumentare della concentrazione relativa di quel 
dNTP rispetto agli altri. 

L’attività della ribonucleotide reduttasi sia di E. co- 
li che di mammifero risponde in modo notevole ai 
livelli dei vari nucleotidi presenti. La subunità B1 della 
ribonucleotide reduttasi di E. coli ha due siti alloste- 
ricamente indipendenti che controllano sia l’attività 
catalitica dell’enzima che la sua specificità per il sub- 
strato (Fig. 26.11): 


1. Il legame di ATP al sito allosterico che controlla 
l’attività complessiva dell'enzima (il sito dell’atti- 
vità) attiva l'enzima nei confronti di substrati de- 
terminati dal legame dell’effettore al sito alloste- 
rico che controlla la specificità dell’enzima (il sito 
della specificità). Il legame di dATP al sito dell’at- 


tività inibisce l’enzima nei confronti di tutti i sub- 
strati. 

2. Il legame di ATP o di dA TP al sito della specifici 
tà per il substrato stimola la riduzione di CDP e 
UDP, il legame di ATTP stimola la riduzione di 
GDP ma inibisce la riduzione di CDP e UDP, ed 
il legame di AGTP stimola la riduzione di ADP 
ma inibisce la riduzione di CDP, UDP e GDP. 


In assenza di uno qualunque di questi effettori la 
ribonucleotide reduttasi è inattiva. 

Questi effetti allosterici suggeriscono la seguente 
sequenza di eventi per la riduzione dei ribonucleoti- 
di (Fig. 26.15). In presenza di una miscela di NDP, 
la ribonucleotide reduttasi inizia la produzione di 
ANDP mediante la riduzione stimolata da ATP di CDP 
ed UDP. Il risultante dUDP viene convertito a ATTP, 
come descritto nel paragrafo 26.4B, che inibisce l’ul- 
teriore riduzione di CDP e UDP ma stimola la produ- 
zione di AGDP. Questo prodotto, dopo la sua fosfori- 
lazione a dGTP, inibisce la riduzione di CDP, UDP 
e GDP ma stimola la produzione di dADP e quindi 
dATP. Accumulandosi, dA TP si lega al sito dell’atti- 
vità inibendo quindi tutte le riduzioni di NDP a me- 
no che il livello di ATP sia sufficientemente alto da 
spiazzare dATP. Il corretto equilibrio intracellulare 
tra ACTP e ATTP non è controllato dalla ribonucleo- 
tide reduttasi ma viene mantenuto dalla deossiciti- 
dina deamminasi che genera dUMP, il precursore 
di ATTP. Questo enzima viene inattivato da dCTP ed 
inibito da dTTP. Anche se questo schema è senza 


CDP — ® deoP —+ deTp 


de" ATP 
@&-- dUDpP —— dTTP 
ai 


dGDP — dGTP 


UDP —|® 


GDP — 


ADP — dADP —— dATP 


Figura 26.15 La rete di controllo per la regolazione della biosintesi 
dei deossiribonucleotidi ad opera della ribonucleotide reduttasi sia 
di £. colî che di mammifero. | dischi e le frecce verdi rappresentano 
attivazione; gli ottagoni e le frecce rosse indicano inibizione. (Fonte: 
THELENDER, L. e REICHARD, P., Annu. Rev. Biochem., 48, p. 153, 1978.) 
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dubbio una descrizione molto semplificata di un pro- 
cesso dinamico, rende conto della capacità osservata 
nelle cellule di sintetizzare deossinucleotidi nella 
quantità di ciascuno di essi necessaria alla sintesi del 
DNA. 


I dANTP vengono prodotti 
per fosforilazione dei ANDP 


180] Il passaggio finale nella produzione di tutti i 
dNTP è la fosforilazione degli ANDP corrispondenti: 


ANDP + ATP == dANTP+ADP 
Questa reazione è catalizzata dalla nucleoside difo- 
sfato chinasi, lo stesso enzima che fosforila gli NDP 
(paragrafo 26.2B). Come in precedenza, la reazione 
è scritta con ATP come il donatore di fosforile anche 
se qualunque NTP o ANTP può funzionare in questo 
senso. 


B. L'origine della timina 


Il componente dTMP del DNA viene sintetiz- 
zato, come discutiamo più avanti, mediante metila- 
zione di AUMP. UMP viene generato attraverso l’i- 
drolisi di UTP da parte della AUTP difosfoidrolasi: 


dUTP + H:0 == dUMP + PP; 


La ragione apparente di questo processo energicamen- 
te dispendioso (ATMP una volta formato viene rifo- 
sforilato a ATTP) è che la cellula deve ridurre al mi- 
nimo la concentrazione di dUTP per prevenire l’in- 
corporazione di uracile nel suo DNA. Questo è dovu- 
to al fatto che, come discutiamo nel paragrafo 31.5B, 
il sistema enzimatico che sintetizza il DNA a partire 
da ANTP non discrimina efficientemente tra AUTP 
e dTTP. 


La timidilato sintasi 


dTMP viene sintetizzato a partire da dUMP ad 
opera della timidilato sintasi con N°,N'°-metilene- 
tetraidrofolato (N°,N°°-metilene-THF) come donatore 
di metile (si veda formula in alto, a destra): 
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Figura 26.16 La struttura ai raggi X di una subunità dell'enzima dime- 
rico di E. coli timidilato sintasi in complesso con 5-fluorodeossiuridilato 
(FdUMP; sferette gialle) e con l'analogo non reattivo dell'acido folico 
acido 10-propargil-5,8-dideazafolico (sferette rosse). Lo scheletro. po- 
lipeptidico è colorato in modo che le eliche sono verdi, i foglietti 
8 sono marroni e i rimanenti segmenti sono blu. (Per gentile conces- 
sione di David Matthews, Agouron Pharmaceuticals.) 
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Figura 26.17 Il meccanismo catalitico della timidilato sintasi. Il grup- 
po metilico è fornito dal N3,N'°-metilenetetraidrofolato, che è con- 
temporaneamente ossidato a diidrofolato. 


863 
H 


HoN N 
2 ba Neg, 
N s LA 
H N CH; 
10 E O Bar 
H,C4N® 


R 
N°, N!°-metilene-THF 
lai 
N__N 
HoN 
2 or T SRO 
H 
HT ; NT “cH 
2 
dCi | 
H,C HN 
Sg 
oo $ 
Hx È e H = 
na * = gf <A 
DA ni sh, i 
6, B 
0 Sy TH/1i-ET L Sy se 
| | 
dRib—®) aRib—® 
dUMP 
: 2| 
N v_K 
HoN x H 
N27 CH, RO NcH, 
N di N DR 
H NY/CHo NT “CH 
> al igloo 
H,C 
Sa x ei 
O, 
Hu CH Hx 
N LD + N Gia 
IE. LAI 
0) N S_E ONT ser 
| 3 
dRib— dRib— 
B 
Je stET 
H 
o) ii 
va CH, 
Hx CH; | 
N ° pa N 4 
Val 
pa H N CH, 
7 N 
di a) va 0 HN—R 
dRib—®) DHF 
dTMP 


(i cofattori THF sono discussi nel paragrafo 24.4D). 
Notate come il gruppo metilenico trasferito (in cui 
il carbonio ha lo stato di ossidazione della formaldei- 
de) venga ridotto a gruppo metilico (che ha lo stato 
di ossidazione del metanolo) a spese dell’ossidazione 
del cofattore THF a diidrofolato (DHF). 

Il meccanismo catalitico della timidilato sintasi, una 
proteina dimerica altamente conservata di 70 KD (Fig. 
26.16), è stato studiato approfonditamente. In segui- 
to ad incubazione dell’enzima con N°,N?°-metile- 


ne-6-[*HITHF e dUMP, il 3H viene quantitativamente 
trasferito al gruppo metilico del prodotto ATMP. 
Quando 5-[3H]AUMP è il substrato, però, 3H viene li- 
berato nel solvente acquoso. Questa informazione, ol- 
tre alla nozione che C(6) dell’uracile, essendo la posi- 
zione 8 di un chetone @,6-insaturo, è suscettibile di 
attacco nucleofilico, ha indotto Daniel Santi a pro- 
porre il seguente schema meccanicistico (Fig. 26.17): 


1. Il gruppo nucleofilico dell'enzima, identificato co- 
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me il gruppo sulfidrilico di Cys 198, attacca la po- 
sizione C(6) di AUMP dando un addotto covalente. 

. C(5) dello ione enolato risultante attacca il gruppo 

CH, del catione imminio in equilibrio con 
N5,N°°-metilene-THF formando un complesso co- 
valente ternario AUMP-THF. 

3. Il gruppo basico di un enzima sottrae il protone 
acido alla posizione C(5) del dUMP legato all’enzi- 
ma formando un gruppo metilenico esociclico ed 
eliminando il cofattore THF. Il protone sottratto 
si scambia successivamente con il solvente. 

4. Il cambiamento dello stato di ossido-riduzione av- 
viene tramite la migrazione dell’atomo N(6)-H di 
THF come uno ione idruro al gruppo metilenico 
esociclico, convertendolo in un gruppo metilico 
(rendendo così conto del trasferimento di 3H so- 
pradescritto) e generando DHF. Questa riduzione 
promuove lo spostamento del gruppo sulfidrilico 
di Cys dall’intermedio in modo da liberare il pro- 
dotto, dTMP, e rigenerare l’enzima attivo. 


LIS) 


È stata determinata la struttura ai raggi X della timi- 
dilato sintasi (TS) di E. coli sotto forma di complesso 
sia con N°5,N'0°-metilenetetraidrofolato (N5,N1°-metile- 
ne-THF) che con l’inibitore basato sul meccanismo 
5-fluorodeossiuridilato (FAUMP). La struttura rivela 
che il legame C(6)-N(10) del cofattore THF è stato tra- 
sferito dall'N(10) al C(5) di FAUMP e che un residuo 
Cys conservato forma un legame S—C con il C(6) di 
FdUMP. Si ritiene quindi che questa struttura ai rag- 
gi X sia un analogo strutturale stabile dell’interme- 
dio proposto per la reazione della TS rappresentato 
dopo la tappa 2 nella Fig. 26.17. L’analisi della strut- 
tura indica come la TS potrebbe attivare dUMP e 
NS,N°°-metilene-THF a formare l’intermedio e sug- 
gerisce un meccanismo stereospecifico per la scom- 
posizione di questo intermedio nei prodotti. 


Il 5-fluorodeossiuridilato 


è un potente agente antitumorale 


1183) Il suddetto meccanismo è sostenuto dall’osser- 
vazione che il 5-fluorodeossiuridilato (EFdUMP) 
(6) 


OH H 
5-fiuorodeossiuridilato (FAUMP) 


è un inibitore irreversibile della timidilato sintasi. 
Questa sostanza si lega, come UMP, all’enzima (un 
atomo di F ha più o meno le stesse dimensioni di 
un atomo di H) e segue i primi due passaggi della 
normale reazione enzimatica. Nel terzo passaggio, 
però, l'enzima non può sottrarre l’atomo di F come 
F* (ricordate che F è l’elemento più elettronegati- 
vo) e quindi l’enzima è permanentemente immobi- 
lizzato come un complesso ternario enzima-FdUMP- 
THF. Gli inibitori enzimatici come FAUMP, che inat- 
tivano un enzima solo dopo aver partecipato a parte 
o a tutte le sue reazioni catalitiche, sono chiamati 
inibitori basati sul meccanismo (alternativamen- 
te, substrati suicidi dato che inducono l’enzima a 
«suicidarsi»). Gli inibitori basati sul meccanismo, aven- 
do come bersaglio particolari enzimi, sono tra gli inat- 
tivatori enzimatici più potenti, più specifici e quindi 
più utili. E 

La posizione strategica della timidilato sintasi nella 
biosintesi del DNA ha portato ad utilizzare clinica- 
mente il FAUMP come agente antitumorale. Cellule 
in rapida proliferazione, come le cellule cancerose, 
necessitano di un rifornimento costante di dTMP per 
poter sopravvivere e sono quindi uccise dal tratta- 
mento con FAUMP. Al contrario, la maggior parte 
delle cellule normali dei mammiferi, che se crescono 
crescono lentamente, hanno un bisogno inferiore di 
ATMP e quindi sono relativamente insensibili a 
FdUMP (alcune eccezioni sono le cellule del midollo 
osseo che comprendono le cellule del sangue e del 
sistema immunitario, quelle della mucosa intestinale 
e dei follicoli piliferi). Anche 5-fluorouracile e 
5-fluorodeossiuridina sono efficaci agenti antitu- 
morali poiché vengono convertiti in FAUMP attra- 
verso. reazioni di salvataggio. 


I N5,N1°-metilene-THF 
viene rigenerato in due reazioni 


La reazione della timidilato sintasi è biochimi- 
camente unica per il fatto che ossida THF a DHF; nes- 
sun’altra reazione enzimatica che utilizzi un cofatto- 
re THF altera lo stato di ossidazione netto di questo 
enzima. Il prodotto DHF della reazione della timidila- 
to sintasi è riciclato a N°,N!°-metilene-THF, cofattore 
dell’enzima, con due reazioni sequenziali (Fig. 26.18): 


1. DHF viene ridotto a THF da NADPH con una rea- 
zione catalizzata dalla diidrofolato reduttasi 
(DHFR). —. 

2. La serina idrossimetil transferasi (paragrafo 24.38) 


trasferisce il gruppo idrossimetilico della serina 


al THF generando N°,N!°-metilene-THF e glicina. 
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dUMP dTMP 


Timidilato 


sintasi 
N5,N1°.metilene-THF DHF 
NADPH + H* 
lici 
ge 2 1 Diidrofolato 
NH3 — CHo — COOT x. reduttasi 
sisi THF "© Metotrexato 
(eni Amminopterina 


NADP* Trimethoprim 


+ 
NH3— (a — COO7 
CH,0H 
Serina - 


Figura 26.18 Il N°,N'°.metilenetetraidrofolato che viene convertito 
a DHF nella reazione della timidilato sintasi viene rigenerato median- 
te le azioni sequenziali di (1) diidrofolato reduttasi e (2) serina idrossi- 
metil transferasi. La timidilato sintasi è inibita da FAUMP, mentre la 
diidrofolato reduttasi è inibita dagli antifolato metotrexato, amminop- 
terina e trimethoprim. i 


Gli antifolati sono agenti anticancro 


L’inibizione della DHFR determina rapidamen- 
te la conversione di tutta la limitata scorta di THF 
di una cellula a DHF ad opera della reazione della 
timidilato sintasi. L’inibizione della DHFR quindi non 
impedisce solo la sintesi di ATMP (Fig. 26.18), ma bloc- 
ca anche tutte le altre reazioni biologiche dipendenti 
da THF come la sintesi delle purine (paragrafo 26.2A), 
dell’istidina e della metionina (paragrafo 24.5B). La 
DHFR (Fig. 26.19) rappresenta quindi un attraente 
bersaglio per la chemioterapia. Metotrexato (ame- 
topterina), amminopterina e trimethoprim 


O CO0. 


N cn _\ CNCHOH,CH3000" 
R H 


H Amminopterina 
CH: Metotrexato (ametopterina) 


OCH; 
“TO e 
ul 
I CH5y OCH3 
NH, 


Trimethoprim 


Figura 26.19 La struttura ai raggi X della diidrofolato reduttasi umana 
fnastro) sotto forma di complesso con il folato. Le eliche di questo 
enzima monomerico sono disegnate in giallo, i foglietti 8 in marrone 
e gli altri segmenti polipeptidici in blu. (Per gentile concessione di 
Jay F. Davies, Il e Joseph Kraut, University of California, San Diego.) 


sono analoghi del DHF che si legano in modo compe- 
titivo anche se quasi irreversibile alla DHFR con una 
affinità di — 1000 volte più grande di quella del DHF. 
Questi antifolati (sostanze che interferiscono con l’a- 
zione dei cofattori folati) sono agenti anticancro effi 
caci, particolarmente contro le leucemie dell’infan- 
zia. Infatti una strategia chemioterapica di successo 
consiste nel trattare un paziente con una dose letale 
di metotrexato e nel «recuperare» poche ore dopo il 
paziente (ma si spera non il cancro) somministran- 
dogli massicce dosi di 5-formil-THF e/o timidina. Il 
trimethoprim, scoperto da George Hitchings e Ger- 
trude Elion, si lega molto più strettamente alle DHFR 
batteriche che a quelle di mammifero ed è quindi 
un agente antibatterico clinicamente utile. 


5. LA DEGRADAZIONE 
DEI NUCLEOTIDI 


[1186] La maggior parte dei cibi, essendo di origine 
cellulare, contiene acidi nucleici. Gli acidi nucleici in- 
trodotti con la dieta sopravvivono all’ambiente acido 
dello stomaco; essi vengono degradati nei nucleotidi 
che li compongono principalmente nel duodeno, ad 
opera delle nucleasi pancreatiche e delle fosfodieste- 
rasi intestinali. Questi composti ionici, che non pos- 
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sono passare attraverso le membrane cellulari, ven- 
gono quindi idrolizzati a nucleosidi da una varietà 
di nucleotidasi gruppo-specifiche e di fosfatasi non 
specifiche. I nucleosidi possono essere assorbiti di- 
rettamente dalla mucosa intestinale o essere prima 
ulteriormente degradati a basi libere e ribosio o 
ribosio-1-fosfato per azione di nucleosidasi e nu- 
cleoside fosforilasi: 


nucleosidasi 


nucleoside + H30 base + ribosio 


nucleoside 


fosforilasi 


nucleoside + P; base + ribosio-1-P 


Esperimenti di marcatura con radioisotopi hanno di- 
mostrato che solo una piccola frazione delle basi de- 
gli acidi nucleici ingeriti vengono incorporate negli 
acidi nucleici dei tessuti. Evidentemente, le vie della 
biosintesi de novo dei nucleotidi soddisfano pienamen- 
te il bisogno di nucleotidi di un organismo. Le basi 
ingerite, di conseguenza, vengono per la maggior par- 
te degradate ed escrete. Anche gli acidi nucleici cel- 
lulari vanno soggetti a degradazione come parte del 
continuo ricambio di quasi tutti i componenti cellu- 
lari. In questo paragrafo prendiamo in considerazio- 
ne queste vie cataboliche e discutiamo le conseguen- 
ze di numerosi dei loro difetti ereditari. 


A. Il catabolismo delle purine 


[1187] Le principali vie del catabolismo dei nucleotidi 
e deossinucleotidi purinici negli animali sono sche- 
matizzate nella Fig. 26.20. Altri organismi possono 
avere vie cataboliche diverse ma tutte portano all’a- 
cido urico. Naturalmente gli intermedi che si gene- 
rano in questi processi possono invece essere riutiliz- 
zati per formare dei nucleotidi tramite le reazioni 
di salvataggio. In aggiunta, il ribosio-1-fosfato, un 
prodotto della reazione catalizzata dalla nucleotide 
purinico fosforilasi (PNP; Fig. 26.21), viene isome- 
rizzato dalla fosforibomutasi a ribosio-5-fosfato, un 
precursore del PRPP. 

Adenosina e deossiadenosina non vengono degra- 
date dalla PNP dei mammiferi. I nucleosidi e nucleo- 
tidi adeninici sono invece deamminati dalla adeno- 
sina deamminasi e dalla AMP deamminasi nei lo- 
ro corrispondenti derivati inosinici che, a loro volta, 
+ possono essere ulteriormente degradati. 


Un deficit dell’adenosina deamminasi determina 
la immunodeficienza severa combinata 


1188] Una carenza genetica della funzione dell’ade- 
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nosina deamminasi determina un’anormalità nel me- 
tabolismo dei nucleosidi purinici che uccide seletti- 
vamente i linfociti (un tipo di globuli bianchi). La 
conseguente mancanza di linfociti, che mediano la 
risposta immunitaria (paragrafo 34.2A), determina 
la immunodeficienza severa combinata (SCID) 
che, senza adeguate misure protettive, risulta inva- 
riabilmente fatale durante l’infanzia, a causa del pre- 
valere delle infezioni. Considerazioni biochimiche for- 
niscono una spiegazione plausibile dell’eziologia (le 
cause) della SCID. In assenza di adenosina deammi- 
nasi attiva, la deossiadenosina viene fosforilata gene- 
rando livelli di AATP che sono 50 volte superiori al 
normale. Questa alta concentrazione di dATP inibi- 
sce la ribonucleotide reduttasi (paragrafo 26.4A), pre- 
venendo quindi la sintesi degli altri ANTP, che bloc- 
ca la sintesi del DNA e quindi la proliferazione cellu- 
lare. L'effetto tessuto specifico di questo deficit enzi- 
matico sul sistema immunitario può essere spiegato 
con l’osservazione che il tessuto linfoide risulta par- 
ticolarmente attivo nella fosforilazione della deossia- 
denosina. 

La sindrome della immunodeficienza combinata se- 
vera (SCID) determinata dalla deficienza genetica di 
adenosina deamminasi (ADA) non risponde al tratta- 
mento mediante iniezione endovenosa dell’enzima da- 
to che il fegato ripulisce il sangue dall’ADA nel giro 
di pochi minuti. Se però ai gruppi sulla superficie 
di ADA vengono covalentemente legate parecchie 
molecole del polimero biologicamente inerte glicol- 
polietilenico (PEG), la PEG-ADA che ne risulta ri- 
mane in circolo da 1 a 2 settimane, resuscitando quin- 
di il sistema immunitario della vittima. Il PEG legato 
alla proteina riduce l’attività enzimatica dell’ADA del 
40% ma, evidentemente, la nasconde ai recettori che 
la filtrano via dal sangue. 

Si può quindi efficacemente trattare la SCID me- 
diante PEG-ADA. 


Il ciclo dei nucleotidi purinici 


La deamminazione di AMP a IMP quando si 
associa con la sintesi di AMP da IMP (Fig. 26.5, a 
sinistra) ha l’effetto di deamminare l’aspartato gene- 
rando fumarato (Fig. 26.22). John Lowenstein ha di- 
mostrato che questo ciclo dei nucleotidi purinici 
ha un importante ruolo metabolico nel muscolo sche- 
letrico. Un aumento dell’attività muscolare richiede 
un aumento dell’attività del ciclo dell’acido citrico. 
Questo processo, di solito, avviene tramite la produ- 
zione supplementare di intermedi del ciclo dell’aci- 
do citrico (paragrafo 19.4). I muscoli, però, sono pri- 
vi della maggior parte degli enzimi che catalizzano 
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Figura 26.22 Il ciclo dei nucleotidi purinici. Questa via funziona, 


nel muscolo, innescando il ciclo dell'acido citrico per mezzo della 
generazione di fumarato. 
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queste reazioni anaplerotiche (di riempimento) in al- 
tri tessuti. Il muscolo invece si rifornisce di interme- 
di del ciclo dell’acido citrico dal fumarato generato 
nel ciclo dei nucleotidi purinici. L'importanza del ci- 
clo dei nucleotidi purinici nel metabolismo del mu- 
scolo è indicata dall’osservazione che le attività di 
tutti e tre gli enzimi coinvolti sono molte volte più 
alte nel muscolo che in altri tessuti. Degli individui, 
infatti, con una deficienza ereditaria di AMP deam- 
minasi nel muscolo (deficienza di mioadenilato 
deamminasi) si affaticano facilmente e di solito sof- 
frono di crampi dopo l’esercizio fisico. 


La xantina ossidasi è una proteina 
di mini-trasporto elettronico 


La xantina ossidasi converte l’ipoxantina in 
xantina e la xantina in acido urico (Fig. 26.20, in bas- 
so). Nei mammiferi questo enzima è presente quasi 
esclusivamente nel fegato e nella mucosa dell’intesti- 
no tenue. È una proteina dimerica di due subunità 
identiche di 130 kD, ciascuna delle quali contiene una 
serie quasi completa di agenti che trasferiscono elet- 
troni: un FAD, un complesso Mo che cicla tra i suoi 
stati di ossidazione Mo(VI) e Mo(IV), e due diversi 
centri Fe-S. L’accettore di elettroni finale è O2, che 
viene convertito in H30:, un agente ossidante poten-. 
zialmente pericoloso che viene successivamente di- 
smutato in H:0 ed O. ad opera della catalasi. 

La xantina ossidasi idrossila la xantina in corrispon- 
denza della sua posizione C(8) (e l’ipoxantina in cor- 


Figura 26.23 Il meccanismo della xanti- 
na ossidasi. L'enzima ridotto viene suc- 
cessivamente riossidato da O, generan- 
do H20,. 
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rispondenza della sua posizione C(2)) generando un 
prodotto che tautomerizza nella forma chetonica più 
stabile: 


| 
HN S 
DIR | a i 
lo) N 
È CH 
Acido urico (tautomero enolico) Acido urico (tautomero 
chetonico) 


[pesa 


(©) 
N 
HN 
| »a 07+ H 
0° Sy N 
H H 
Urato 


(la sua forma enolica ionizza con un pK di 5,4; da 
qui il nome di acido urico). Esperimenti di marca- 
tura con ‘80 hanno dimostrato che l’ossigeno del 
C(8)-chetone dell’acido urico deriva da H,0, mentre 
gli atomi di ossigeno di H,0, derivano da O. Studi 
chimici e spettroscopici suggeriscono che l’enzima 
funzioni col seguente meccanismo (Fig. 26.23): 


1. La reazione viene iniziata dall’attacco di un grup- 
po .nucleofilico dell’enzima, X, alla posizione C(8) 
della xantina ossidasi. 


XE 


Enzima ridotto 
0 
ia 


H 
Ù 
Hi SH 
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ro che si combina con il complesso Mo(VI), ridu- 
cendolo quindi al suo stato MolIV). 


3. L’acqua sposta il gruppo nucleofilico dell’enzima 
producendo acido urico. 


Nel secondo stadio della reazione, l’enzima ora ri- 
dotto viene riossidato al suo stato originale Mo(V1) 
per reazione con O. Questo processo complicato, 
non sorprendentemente, non è ancora ben chiaro. 
Misurazioni EPR indicano che gli elettroni vengono 
incanalati da Mo(IV) attraverso gli altri centri di 
ossido-riduzione dell'enzima e vengono alla fine pas- 
sati dalla flavina all’O, producendo H:0: ed enzima 
rigenerato. 


B. Il destino dell'acido urico 


Nell’uomo e negli altri primati, il prodotto fina- 
le della degradazione delle purine è l'acido urico, che 
viene escreto con le urine. Lo stesso vale per uccelli, 
rettili terrestri e molti insetti, ma questi organismi, 
che non secernono urea, catabolizzano ad acido uri- 
co anche l’azoto in eccesso dei loro amminoacidi, tra- 
mite la biosintesi delle purine. Questo complesso si- 
stema di escrezione dell’azoto ha una funzione im- 
mediata: conserva acqua. L’acido urico è limitatamen- 
te solubile in acqua così che la sua escrezione come 
«pasta» di cristalli di acido urico è accompagnata da 
pochissima acqua. Per contro, l’escrezione di una 
quantità equivalente dell’urea, molto più idrosolubi- 
le, sequestra osmoticamente una quantità di acqua 
molto più grande. 

In tutti gli altri organismi l’acido urico viene ulte- 
riormente rimaneggiato prima dell’escrezione (Fig. 
26.24). I mammiferi diversi dai primati lo ossidano 
nel loro prodotto di escrezione, l’allantoina, con una 
reazione catalizzata dall’enzima contenente Cu ura- 
to ossidasi. Un ulteriore prodotto di degradazione, 
l’acido allantoico, viene escreto dai pesci teleostei. 
I pesci cartilaginei e gli anfibi degradano ulterior- 
mente l’acido allantoico a urea prima dell’escrezio- 
ne. Infine, gli invertebrati marini decompongono l’u- 
rea nel loro prodotto di escrezione, PNHÎ. 


La gotta è causata da un eccesso di acido urico 


La gotta è una malattia caratterizzata da livel- 
li elevati di acido urico nei fluidi corporei. La sua ma- 
nifestazione più comune è un’infiammazione artico- 
lare dolorosa come una tortura dall’insorgenza im- 
provvisa, spessissimo a carico dell’alluce (Fig. 26.25), 
determinata dalla deposizione di cristalli quasi inso- 
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Figura 26.24 La degradazione dell'acido urico ad ammoniaca. Il pro- 
cesso si arresta a diversi stadi nelle specie indicate e il corrispondente 
prodotto contenente azoto viene escreto. 


lubili di urato di sodio. L’urato di sodio e/o l’acido 
urico possono anche precipitare nei reni e negli ure- 
teri come calcoli, provocando un danno renale e l’o- 
struzione delle vie urinarie. La gotta, che colpisce 
—3 persone ogni 1000, prevalentemente maschi, è 
stata tradizionalmente, anche se inaccuratamente, as- 


id sa rallo 
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Figura 26.25 La gotta, in una caricatura di James Gilroy. (Yale Univer- 
sity Medical Historical Library.) 


sociata con stravizi alimentari ed eccessive libagioni. 
La probabile origine di questa associazione è dovuta 
al fatto che nei secoli passati, quando il vino era spes- 
so contaminato con piombo, usato durante la sua pro- 
duzione e immagazzinamento, l’eccesso nel bere de- 
terminava un avvelenamento cronico da piombo che, 
tra l’altro, diminuisce la capacità del rene di secerne- 
re acido urico. 

La causa principale della gotta è una difficoltosa 
escrezione dell’acido urico (anche se di solito per ra- 
gioni diverse dall’avvelenamento da piombo). La gotta 
può anche derivare da numerose altre insufficienze 
metaboliche, la maggior parte delle quali non sono 
ben caratterizzate. Una causa chiara è la deficienza 
di HGPRT (nei casi gravi la sindrome di Lesch-Nyhan), 
che porta a produzione eccessiva di acido urico at- 
traverso l'accumulo di PRPP (paragrafo 26.2D). La so- 
vrapproduzione di acido urico è anche causata dalla 
deficienza di glucosio-6-fosfatasi (la malattia dell’im- 
magazzinamento del glicogeno detta di von Gierke; 
paragrafo 17.4): l’aumentata disponibilità di 
glucosio-6-fosfato stimola la via del pentosio fosfato 
(paragrafo 21.4), aumentando il ritmo di produzione 
di ribosio-5-fosfato e conseguentemente quello di PRPP 
che, a sua volta, stimola la biosintesi delle purine. 

La gotta può essere trattata con la somministrazio- 
ne dell’inibitore della xantina ossidasi allopurinolo, 
un analogo dell’ipoxantina con le posizioni N(7) e C(8) 
interscambiate (vedi formula in alto, a destra) 
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che rimane strettamente legato alla forma ridotta del- 
l'enzima, inattivandolo. L’allopurinolo, di conseguen- 
za, allevia i sintomi della gotta diminuendo il ritmo 
di produzione dell’acido urico mentre aumenta il li- 
vello delle più solubili ipoxantina e xantina. Mentre 
controlla i sintomi tipo gotta della sindrome di Lesch- 
Nyhan, l’allopurinolo non ha alcun effetto sui suoi 
sintomi neurologici. 


C. Il catabolismo delle pirimidine 


Le cellule animali degradano i nucleotidi piri- 
midinici nelle loro basi componenti (Fig. 26.26, in al 
to). Queste reazioni, come quelle dei nucleotidi puri- 
nici, procedono attraverso defosforilazioni, deammi- 
nazioni e rotture del legame glicosidico. Le basi ri- 
sultanti timina ed uracile vengono quindi demolite 
nel fegato mediante riduzione (Fig. 26.26, in mezzo) 
invece che ossidazione come nel catabolismo delle 
purine. I prodotti finali del catabolismo delle pirimi- 
dine, B-alanina e 8-amminoisobutirrato, sono am- 
minoacidi e sono metabolizzati come tali. Essi sono 
convertiti, attraverso reazioni di transamminazione 
ed attivazione, a malonil-CoA e metilmalonil-CoA (Fig. 
26.26, in basso a sinistra) ed ulteriormente utilizzati 
(paragrafo 23.4A e 24.2E). 


6. LA BIOSINTESI 
DEI COENZIMI NUCLEOTIDICI 


In questo paragrafo delineeremo l’assemblag- 
gio, negli animali, dei coenzimi nucleotidici NAD* 
e NADP*, FMN e FAD, e del coenzima A a partire 
dai loro precursori vitaminici. Queste vitamine sono 
sintetizzate de novo solo da piante e microorganismi. 
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Figura 26.26 Le vie principali del catabolismo delle pirimidine negli animali. I prodotti ammi- 
noacidici di queste reazioni sono utilizzati in altri. processi metabolici. UMP e dTMP sono 
degradati dagli stessi enzimi; la via della degradazione di ATMP è data tra parentesi. 


A. | coenzimi nicotinamidici partire da nicotinato e PRPP. Questo intermedio può 


anche essere sintetizzato a partire dal chinolinato, 
un prodotto di degradazione del triptofano (paragra- 
fo 24.3G), in una reazione mediata dalla chinolinato 
fosforibosil transferasi, che si trova principalmente 
in fegato e rene. Una dieta carente, ciò non di meno, 
può causare la pellagra (la deficienza di acido nicoti- 
nico; paragrafo 12.3), poiché, in tali condizioni, il trip- 
tofano viene quasi interamente utilizzato nella bio- 


La molecola di nicotinamide dei coenzimi nico- 
tinamidici (NAD* e NADP+) deriva, nell’uomo, da 
nicotinamide, acido nicotinico o dall’amminoacido es- 
senziale triptofano introdotti col cibo (Fig. 26.27). La 
nicotinato fosforibosil transferasi, che si trova nel- 
la maggior parte dei tessuti dei mammiferi, cataliz- 
za la formazione di nicotinato mononucleotide a 
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sintesi delle proteine. Il nicotinato mononucleotide 
viene legato tramite un legame pirofosfato a un resi- 
duo AMP dalla NAD* pirofosforilasi generando 
nicotinato adenina dinucleotide (desamido 
NAD*). Infine, la NAD* sintetasi converte questo 
intermedio in NAD* mediante una reazione di tran- 
samidazione in cui la glutammina è il donatore di 
NH2. 

Il NAD* può anche essere sintetizzato a partire 
dalla nicotinamide. Questa vitamina viene convertita 
a NMN dalla nicotinamide fosforibosil transfera- 
si, un enzima largamente diffuso distinto dalla nico- 
tinato fosforibosil transferasi. Il NAD*, però, viene 
sintetizzato a partire da NMN e PRPP dalla NAD 
pirofosforilasi, lo stesso enzima che sintetizza il 
nicotinato adenina dinucleotide. NADP* viene pro- 
dotto per fosforilazione del gruppo C(2’)-OH del re- 
siduo di adenosina del NAD* ad opera della NAD* 
chinasi. 


B. | coenzimi flavinici 


Il FAD viene sintetizzato a partire dalla ribo- 
flavina con una sequenza di reazioni a due vie (Fig. 
26.28). Per prima cosa, il gruppo 5‘-OH della catena 
laterale di ribitolo della riboflavina viene fosforilato 
dalla flavochinasi generando il mononucleotide fla- 


; vinico (FMN; non è un vero nucleotide dato che il 
residuo di ribitolo non è uno zucchero). 
‘Il FAD può quindi essere formato dall’accoppiamen- 


to di FMN ed AMP mediante un legame pirofosfato 
in una reazione catalizzata dalla FAD pirofosfori- 
lasi. Entrambi questi enzimi sono largamente diffu- 
si in natura. 


C. Il coenzima A 


Il coenzima A viene sintetizzato nelle cellule 
di mammifero attraverso la via schematizzata nella 
Fig. 26.29. 

Il pantotenato, una vitamina essenziale, viene fosfo- 
rilato dalla pantotenato chinasi e quindi accoppia- 
to alla cisteina, la futura estremità attiva del CoA, 
dalla fosfopantotenilcisteina sintetasi. Dopo de- 
carbossilazione da parte della fosfopantotenilcistei- 
na decarbossilasi, la risultante 4‘-fosfopantotei- 
na viene accoppiata all’AMP con un legame pirofo- 
sfato ad opera della defosfo-CoA pirofosforilasi e 
quindi fosforilata in corrispondenza del gruppo 3/-OH 
dell’adenosina dalla defosfo-CoA chinasi, forman- 
do CoA. Queste ultime due attività enzimatiche sono 
presenti in una singola proteina. 
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Figura 26.28 La biosintesi di FMN e FAD dal precursore vitaminico 
riboflavina. 
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Figura 26.29 La biosintesi 


: H3C OH 0 
del coenzima A dal panto- V| I 
tenato, il suo precursore vi- HOT—CH,—C—CH—C—NH—CH,—CH,—C00° 
taminico. | 
H3C 
Pantotenato 


ee chinasi 
Hat “a o 


x P>-0—CH,—0— cH- c- NH—CHoy—CHa— C00° 
l 


H3C 
4'-fosfopantotenato 


ATP +. Fosfopantotenilcisteina 
sintetasi 
P; + ADP 


Hafi cd OH o UOO 
“203P—0— CH, C— cH- A NH— CH—cH,—G- MIEI Ri 
[ 
H3C 


4'-fosfopantotenilcisteina 


Fosfopantotenilcisteina 
decarbossilasi 


Has OH o ti 
"20,P— O—-CHa_C_- ta ca NH_ dulenzta NH_-CH_-CHo— SH 
Ì 
H3C 
4’-fosfopantoteina 
Defosfo-CoA 
pirofosforilasi 
8) (0) ae E n l 
Il 
t) ass 4=0020- CH CE NH—CH,—-CHo_ C_NH—-CH,—- CH, SH 
i I 
(8) o H3C 
Defosfacoenzima A 
TP 
Defosfo-CoA 
chinasi 
(0) (6) Fao Sr ° o 
Il Il 
della de ho NH—-CH,— CH C_-NH CH, — CH, SH 
I_ I_ | 
(0) (0) Hg3C 
Adenina 
(6) 
H H 
H H 
O OH 


Coenzima A (CoA) 


1198) 


© 88-08-10538-5 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


Il metabolismo dei nucleotidi 875 


Quasi tutte le cellule sintetizzano i nucleotidi 
purinici de novo utilizzando vie metaboliche simili. 
L’anello purinico viene costruito attraverso una se- 
quenza di reazioni a 11 fasi che genera IMP. AMP 
e GMP vengono quindi sintetizzati a partire da IMP 
lungo vie separate. I nucleosidi difosfato e trifosfato 
vengono formati sequenzialmente a partire da questi 


. prodotti mediante reazioni di fosforilazione. Le velo- 


cità di sintesi di questi vari nucleotidi sono intercon- 
nesse attraverso meccanismi di inibizione a feedback 
che registrano le loro concentrazioni. I nucleotidi pu- 
rinici possono anche essere sintetizzati a partire dal- 
le purine libere, salvate dai processi di degradazione 
degli acidi nucleici. L’importanza di queste reazioni 
di salvataggio è dimostrata, per esempio, dalle deva- 
stanti e strane conseguenze della sindrome di Lesch- 
Nyhan. 

Le cellule sintetizzano de novo anche le pirimidine, 
ma in questo processo a sei fasi si forma una base 
libera prima che sia convertita a nucleotide, UMP. 
Si forma quindi UTP per fosforilazione di UMP, e CTP 
per amminazione di UTP. La biosintesi delle pirimi- 
dine è regolata tanto mediante inibizione a feedback 
quanto dalla concentrazione dei nucleotidi purinici. 

I deossinucleotidi sono formati per riduzione dei cor- 
rispondenti ribonucleotidi. Ci sono tre tipi noti di ri- 
bonucleotide reduttasi: una, presente in quasi tutti 
gli eucarioti e in molti procarioti, contiene un gruppo 
Fe3*-O-Fe8* e un radicale tirosile libero in corrispon- 
denza del suo sito attivo; le altre, presenti solo in al- 
cuni tipi di procarioti, contengono o un cofattore coen- 
sima Ba 0 Mn. L’enzima Fe(IIl) ossidato di E. coli vie- 
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1. L’azaserina (0-diazoacetil-L-serina) e la 6-dia- 
zo-5-ossi-L-norleucina (DON) 
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6-diazo-5-ossi-L-norleucina (DON) 


sono analoghi della glutammina. Essi formano legami co- 
valenti con gruppi nucleofilici in corrispondenza dei siti 
attivi degli enzimi che legano la glutammina, inattivan- 
doli quindi irreversibilmente. Identificate gli intermedi 
nella biosintesi dei nucleotidi che si accumulano in pre- 
senza di questi antagonisti della glutammina. 


2. Suggerite un meccanismo per la reazione della AIR sin- 
tetasi (Fig. 26.3, reazione 6). 


*3. Qualè il prezzo energetico, in ATP, della sintesi del resi- 
duo di ipoxantina dell’IMP a partire da CO2 e NH? 


4. Perché la deossiadenosina è tossica per le cellule di mam- 
mifero? 


5. Indicate quali delle seguenti sostanze sono inibitori ba- 
sati sul meccanismo e spiegate il ragionamento che ave- 
te fatto. (a) Tosil-1-fenilalanina clorometilchetone con chi 
motripsina (paragrafo 14.3A). (b) Trimethoprim con dii- 
drofolato reduttasi batterica. (c) L’analogo &-lattone di 


(NAG): con il lisozima (paragrafo 14.20). (d) Allopuri- 
nolo con la xantina ossidasi. 


6. Perché gli individui che si sottopongono a chemiotera- 
pia con agenti citotossici (che uccidono le cellule) come 
FdUMP o metotrexato diventano temporaneamente cal 
vi? 


7. Le cellule normali muoiono in un mezzo di coltura con- 
tenente timidina e metotrexato che favorisce la cresci- 
ta di cellule mutanti deficitarie per la timidilato sintasi. 
Date una spiegazione. 


8. FdUMP e metotrexato quando sono somministrati in- 
sieme sono agenti chemioterapici meno efficienti che 
se presi da soli. Spiegate il fenomeno. 


9. Perché la gotta è prevalente in popolazioni che consu- 
mano grandi quantità di carne? 


10. La 6-mercaptopurina 
SH 


LI) 


6-mercaptopurina 


dopo conversione nel nucleotide corrispondente attra- 
verso le reazioni di salvataggio, è un potente inibitore 
competitivo di IMP nelle vie della biosintesi di AMP e 
GMP. Essa è quindi un agente anticancro clinicamente 
utile. L'efficacia chemnioterapica della 6-mercaptopurina 
è aumentata quando essa è somministrata assieme ad 
allopurinolo. Spiegate il meccanismo di questo aumento. 


PARTE V 


L'espressione 


i, e la trasmissione 


dell’informazione 
genetica 


i 


La struttura di una sequenza specifica di DNA-B derivata 
da analisi della struttura ai raggi X. 


878 


CAPITOLO 27 


1. Genetica: una rassegna 
A. | cromosomi 
B. L'ereditarietà mendeliana 
C. La teoria cromosomica dell’ereditarietà 
D. La genetica batterica 
E. La genetica virale 


2. Il DNA è il vettore dell’informazione genetica 
A. Il principio trasformante è il DNA 
B. La molecola ereditaria del batteriofago è il DNA 


© 88-08-10538-5 


II DNA: il veicolo 
dell’ereditarietà 


Il DNA, come è ora nozione comune, è il vetto- 
re dell’informazione genetica in tutte le forme di vi- 
ta cellulari così come in molti virus. Doveva però 
passare un periodo di 75 anni dalla scoperta delle 
leggi dell’ereditarietà prima che fosse scoperto il 
ruolo biologico del DNA. Anche ora non sono anco- 
ra chiari molti dettagli di come l’informazione ge- 
netica venga espressa e trasmessa alle generazioni 
future, particolarmente negli eucarioti, e sono il sog- 
getto di intense ricerche. Le nostre idee, quindi, 
su come l’informazione genetica è espressa e tra- 
smessa sono state ottenute attraverso un lento pro- 
cesso «evoluzionistico» che solo occasionalmente è 
stato punteggiato da esperimenti incisivi o da intui- 
zioni brillanti. 

In questo capitolo iniziamo il nostro studio della 
genetica molecolare; di come cioè l'informazione 
genetica è trasmessa ed espressa a livello molecolare. 
Inizieremo passando in rassegna la genetica «classi- 
ca», la cui comprensione è un prerequisito per l’assi- 
milazione della genetica molecolare. Prenderemo poi 
in considerazione come abbiamo appreso che il DNA 
è il vettore dell’informazione genetica. Questo capi- 
tolo è stato scritto partendo da una prospettiva stori- 
ca per illustrare come si sono sviluppate queste idee, 
in particolare, e come evolvono i concetti scientifici, 
in generale. Gli aspetti principali della genetica mo- 
lecolare sono presi in considerazione in dettaglio nei 
capitoli successivi. 


1. GENETICA: UNA RASSEGNA 


Basta osservare la somiglianza tra genitore e 
figlio per capire che i tratti somatici sono ereditari. 
Il meccanismo dell’ereditarietà è però rimasto igno- 
to fino a pochi decenni fa. La teoria della pangene- 
si, che ha avuto origine con gli antichi greci, soste- 
neva che il seme, che aveva chiaramente qualcosa 
a che fare con la procreazione, consisteva di particel- 
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le rappresentative di tutto il corpo (pangeni). Que- 
sta idea è stata sviluppata alla fine del diciottesimo 
secolo da Jean Baptiste de Lamarck che, in una teoria 
nota come lamarckismo, ipotizzava che le caratte- 
ristiche acquisite di un individuo, come la massa mu- 
scolare derivata dall’esercizio, potessero essere tra- 
smesse alla sua progenie. La pangenesi e per lo me- 
no alcuni aspetti del lamarckismo erano accettati dalla 
maggior parte dei biologi del diciannovesimo secolo, 
compreso Charles Darwin. 

La comprensione, alla metà del diciannovesimo se- 
colo, che tutti gli organismi derivano da cellule sin- 
gole ha fornito le basi per lo sviluppo della moderna 
biologia. 

Nella sua teoria del plasma germinale, August 
Weismann puntualizzò che gli spermatozoi e le uo- 
va, le cellule germinali (i cui progenitori sono mes- 
si da parte molto presto nello sviluppo embrionale), 
discendono direttamente dalle cellule germinali del- 
la generazione precedente e che le ialtre cellule del 
corpo, le cellule somatiche, anche se derivate dalle 
cellule germinali non danno origine a esse. Egli ri- 
fiutò l’idea della pangenesi e il lamarckismo dimo- 
strando che la progenie di molte generazioni succes- 
sive di topi le cui code erano state tagliate aveva co- 
munque code di lunghezza normale. 


A. | cromosomi 


Nel decennio del 1860 si notò che i nuclei delle 
cellule eucariotiche contenevano corpi lineari che fu- 
rono chiamati cromosomi (dal greco: chromos, colo- 
re e soma, corpo) perché si coloravano intensamente 
con determinati coloranti basici (Fig. 27.1). Normal 
mente, sono presenti due copie di ciascun cromoso- 
ma (coppie omologhe) in ogni cellula somatica. Il 
numero di cromosomi unici (N) in questo tipo di cel- 
lula è noto come il suo numero aploide e il numero 
totale di cromosomi (2N) è il suo numero diploide. 
Specie diverse differiscono nel loro numero aploide 
di cromosomi (Tabella 27.1). 


Le cellule somatiche si dividono per mitosi 


La divisione delle cellule somatiche, un proces- 
so noto come mitosi (Fig. 27.2), è preceduto dalla 
duplicazione di ciascun cromosoma che genera una 
cellula con 4N cromosomi. Durante la divisione cel- 
lulare ciascun cromosoma si attacca mediante il suo 
centromero al fuso mitotico così che i membri di 
ciascuna coppia duplicata si allineano lungo il piano 
equatoriale della cellula. I membri di ciascuna cop- 


Figura 27.1 Una fotografia al microscopio di una cellula vegetale (Sca- 
doxus katherinae Bak.) durante l’anafase della mitosi in cui si vedono 
i cromosomi trascinati verso i poli opposti della cellula ad opera del 
fuso mitotico. 1 microtubuli che formano il fuso mitotico sono colora- 
ti in rosso e i cromosomi sono in blu. (Per gentile concessione di 
Andrew S. Bajer, University of Oregon.) 


Tabella 27.1 ll numero dei cromosomi (2N in alcuni eu’ 
carioti <. i PRI TI dida 


Organismo Cromosomi 
Uomo 46 
Cane 78 
Ratto 42 
Tacchino 82 
Rana 26 
Moscerino della frutta 8 
Paguro eremita — 254 
Pisello odoroso 14 
Patata 48 
Lievito 34 
Alga verde — 20 

Fonte: Avata, F. }. e Kicer, }. A., Jr., (1984), Modern Genetics, 2? ed., p. 9 


Ù 


Benjamin/Cummings. Trad. it.: Genetica moderna, Zanichelli, Bologna, 1987 


pia duplicata sono quindi trascinati verso i poli op- 
posti della cellula in divisione ad opera del fuso in 
modo da generare cellule figlie diploidi che hanno 
ciascuna lo stesso numero 2N di cromosomi della cel- 
lula genitrice. 
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Figura 27.2 La mitosi, l’abituale forma di divisione cellulare negli 
eucarioti, genera due cellule figlie, ciascuna con la stessa dotazione 
cromosomica della cellula genitrice. 


Figura 27.3 La meiosi, che porta alla formazione dei gameti (cellule 
sessuali), richiede due divisioni cellulari consecutive che generano 
quattro cellule figlie, ciascuna con metà della dotazione cromosomi- 
ca della cellula genitrice. 


Le cellule germinali si formano per meiosi 


La formazione delle cellule serminali, un pro- 
cesso noto come meiosi (Fig. 27.3), richiede due divi- 
sioni cellulari consecutive. Prima della prima divi- 
sione meiotica, ciascun cromosoma si replica ma i 
cromatidi fratelli che ne risultano rimangono uniti 
in corrispondenza del loro centromero. Le coppie 
omologhe di cromosomi duplicati si allineano quindi 
lungo il piano equatoriale della cellula come in una 
cerniera lampo, il che permette uno scambio tra le 
sezioni corrispondenti di cromosomi omologhi con 
un processo noto come crossing-over (paragrafo 
27.1B). Il fuso, quindi, porta i membri di ciascuna 
coppia omologa verso poli opposti della cellula così 
che, dopo la prima divisione meiotica, ciascuna cel- 
lula figlia contiene N cromosomi duplicati. Nella se- 
conda divisione meiotica, i cromatidi fratelli si sepa- 
rano per formare i cromosomi e si muovono verso 
i poli opposti della cellula in divisione per generare 
un totale di quattro cellule aploidi che sono chiamate 
gameti. 

La fecondazione consiste nella fusione di un gamete 
maschile (lo spermatozoo) con un gamete femminile 
(l’uovo) che genera una cellula diploide chiamata zi- 
gote che ha ricevuto N cromosomi da ciascuno dei 
suoi genitori. 


B. L’'ereditarietà mendeliana 


Le leggi fondamentali dell’ereditarietà sono state 
definite nel 1866 da Gregor Mendel. Esse sono state 
chiarite dall’analisi di una serie di incroci genetici 
îra ceppi sicuramente puri («true breeding» = produt- 
tori di una progenie che ha le stesse caratteristiche 
dei parenti) di piselli, Pisum sativum, che differisco- 
no in alcune caratteristiche ben definite come la for- 
ma dei semi (lisci contro rugosi), il colore dei semi 
(giallo contro verde) o il colore dei fiori (viola contro 
bianco). Mendel trovò che incrociando ceppi paren- 
tali (P) che differiscono per una singola caratteristi- 
ca, diciamo la forma dei semi, tutta la progenie (F;; 
la prima generazione filiale) ha la caratteristica di 


Generazione P 


Semi Xx (®) Semi 
lisci o) rugosi 


Ò\ Ca 


Generazione F; 
(semi tutti lisci) 


O\ \Q G\ \O 


CRE O\ NO 


Generazione Fa 


È) 6) i) x © 
SÒ 
(lo) 
3 semi lisci + 1 semi rugosi 


Figura 27.4 L'incrocio di una pianta di piselli che ha semi lisci con 
una che ha semi rugosi genera una progenie f; tutta di semi lisci. 
L'incrocio tra questi piselli F; genera una generazione F. di cui i 
tre quarti hanno semi lisci ed un quarto semi rugosi. 


uno solo dei parenti, in questo caso i semi lisci (Fig. 
27.4). La caratteristica che compare in Fi è definita 
dominante mentre la caratteristica alternativa è detta 
recessiva. In F., la progenie di F,, tre quarti ha la 
caratteristica dominante mentre un quarto ha la ca- 
ratteristica recessiva. Quei piselli con la caratteristica 
recessiva costituiscono veramente un ceppo sicura- 
mente puro: l’auto-incrocio cioè di F, recessivi ge- 
nera una progenie (F3) che pure ha la caratteristica 
recessiva. Gli F) che mostrano la caratteristica domi- 
nante, però, cadono in due categorie: un terzo di essi 
sono sicuramente puri, mentre il resto ha una proge- 
nie con lo stesso rapporto di 3:1 di caratteristiche do- 
minante e recessiva dei membri di F.. 

Mendel spiegò queste osservazioni ipotizzando che 
le varie coppie di caratteristiche contrastanti derivi- 
no ciascuna da un fattore (chiamato ora gene) che 
presenta forme alternative (alleli). Ciascuna pianta 
contiene cioè una coppia di geni che governano una 
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Figura 27.5 In un incrocio genetico tra piselli con semi lisci e piselli 
con semi rugosi la generazione F; ha il fenotipo a semi lisci poiché 
i semi lisci sono dominanti sui semi rugosi. | semi della generazione 
F, sono per 3/4 lisci e per 1/4 rugosi poiché i geni per questi alleli 
sono trasmessi indipendentemente da gameti aploidi. 


caratteristica particolare, ereditati da ciascuno dei suoi 
«genitori». Gli alleli per la forma dei semi sono sim- 
boleggiati con R per i semi lisci e con r per i semi 
rugosi (i simboli dei geni si danno generalmente in 
corsivo). 

Le piante di ceppo sicuramente puro con semi lisci 
e rugosi hanno rispettivamente i genotipi (composi- 
zione genetica) RR e rr e si dice che entrambe sono 
omozigoti per quanto concerne la forma dei semi, 
Le piante con il genotipo Rr sono eterozigoti per 
la forma dei semi e hanno il fenotipo (caratteristica) 
del seme liscio poiché R è dominante su r. I due alleli 
non si fondono o mescolano in alcun modo e sono 
trasmessi indipendentemente alla progenie attraver- 
so i gameti (Fig. 27.5). 

Mendel trovò anche che caratteristiche diverse 
vengono ereditate indipendentemente. Per esempio, in- 
crociando piselli che hanno semi gialli e lisci (RRYY) 
con piselli che hanno semi verdi e rugosi (rryy) si 
ottiene in F; una progenie (RrYy) che ha semi gialli 
e lisci (i semi gialli sono dominanti sui semi verdi). 
I fenotipi di F, si trovano nei rapporti di 9 lisci e 
gialli: 3 lisci e verdi: 3 rugosi e gialli: 1 rugoso e ver- 
de. Questo risultato indica che non c’è una ten- 
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denza dei geni derivati da un qualunque genitore 
ad assortirsi (Fig. 27.6). È stato dimostrato in seguito, 
però, che solo i geni che si trovano su cromosomi di- 
versi mostrano una tale indipendenza. 

La dominanza di una caratteristica su di un’altra 
è un fenomeno comune ma non universale. L’incro- 
cio per esempio di una varietà sicuramente pura ros- 
sa della bocca di leone Antirrhinum con una varietà 
sicuramente pura bianca genera una progenie Fi co- 
lorata di rosa. La progenie in F. ha fiori rossi, rosa 
e bianchi in rapporto 1:2:1 dato che i fiori degli omo- 
zigoti per il colore rosso (AA) contengono più pig- 
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Figura 27.6 | geni per i caratteri semi lisci (R) contro rugosi (r) € 
semi gialli (Y) contro verdi (y) di pisello assortiscono indipendente- 
mente. La progenie di F, consiste di nove genotipi che comprendo- 
no i quattro possibili fenotipi. 
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Figura 27.7 In un incrocio tra bocche di leone con fiori rossi (AA) 
e con fiori bianchi (aa) la generazione Fi è rosa (Aa), il che dimostra 
che i due alleli, A ed a, sono codominanti. | fiori di F, sono rossi, 
rosa e bianchi con un rapporto di 1:2:1. 


mento rosso degli eterozigoti (Aa; Fig. 27.7). Le ca- 
ratteristiche bianco e rosso sono quindi definite co- 
dominanti. Nel caso della codominanza il fenotipo 
rivela il genotipo. 

Un dato gene può avere alleli multipli. Un esempio 
familiare è il sistema ABO dei gruppi sanguigni uma- 
ni (paragrafo 11.3D). Gli antigeni A e B sono codifica- 
ti dagli alleli codominanti IA e 1° rispettivamente, e 
il fenotipo O è omozigote per l’allele recessivo i. I 
differenti tipi di sangue, si ricorderà, derivano dal- 
l’azione di una glicosiltransferasi che, se è codificata 
da un allele 14, ? o i, rispettivamente, trasferisce un 
residuo di N-acetilgalattosammina, un residuo di ga- 
lattosio o è inattiva. 


C. La teoria cromosomica dell’ereditarietà 


1207] La teoria di Mendel sull’ereditarietà è stata quasi 
universalmente ignorata dai suoi contemporanei. Que- 


sto è stato parzialmente dovuto al fatto che per l’ana- 
lisi dei suoi dati egli usò la teoria della probabilità, 
un soggetto alieno alla maggior parte dei biologi del 
tempo. La ragione principale per cui la sua teoria 
fu ignorata, però, è che era più avanti del suo tem- 
po: la conoscenza dell’anatomia e della fisiologia di 
quel tempo non forniva le basi per la sua compren- 
sione. La mitosi e la meiosi, per esempio, dovevano 
ancora essere scoperte. Dopo la riscoperta, però, del 
lavoro di Mendel nel 1900, si dimostrò che i suoi prin- 
cipi spiegavano l’ereditarietà tanto negli animali quan- 
to nelle piante. Nel 1903, come risultato dell’osserva- 
zione che cromosomi e geni si comportavano in mo- 
do parallelo, Walter Sutton formulò la teoria cro- 
mosomica dell’ereditarietà in cui egli ipotizzò che 
i geni fossero parte dei cromosomi. 

Il primo carattere a cui fu assegnata una colloca- 
zione cromosomica è stato quello del sesso. Nella mag- 
gior parte degli eucarioti le cellule delle femmine con- 
tengono ciascuna due copie del cromosoma X (XX), 
mentre le cellule maschili contengono una copia di 
X ed un cromosoma Y morfologicamente distinto (XY; 
Fig. 27.8). Le cellule uovo devono quindi contenere 
un singolo cromosoma X mentre gli spermatozoi con- 
tengono o un cromosoma X o un cromosoma Y (Fig. 
27.8). La fecondazione da parte di uno spermatozoo 
che porta X genera quindi uno zigote femminile men- 
tre la fecondazione da parte di uno che porta Y dà 
uno zigote maschile. Ciò spiega il rapporto osservato 
di 1:1 tra maschi e femmine nella maggior parte del- 
le specie. I cromosomi X e Y sono definiti cromoso- 
mi sessuali; gli altri sono detti autosomi. 


I moscerini della frutta 


sono tra i soggetti genetici favoriti 


Il passo della ricerca genetica è stato enorme- 
mente accelerato dopo che Thomas Hunt Morgan ini- 
ziò ad usare il moscerino della frutta Drosophila me- 
lanogaster come soggetto sperimentale. Questo pic- 
colo insetto prolifico (Fig. 27.9), che si vede spesso 
volteggiare intorno alla frutta matura in estate e in 
autunno, si mantiene facilmente in laboratorio dove 
produce una nuova generazione ogni 14 giorni. Con 
la Drosophila i risultati degli incroci genetici posso- 
no essere determinati quasi 25 volte più velocemen- 
te di quanto si possa fare con i piselli. La Drosophila 
è a tutt'oggi l'organismo superiore geneticamente me- 
glio caratterizzato. 

Il primo ceppo mutante noto di Drosophila aveva 
occhi bianchi invece degli occhi rossi del ceppo na- 
tivo o selvatico (presente in natura). Attraverso in- 
croci genetici del ceppo dagli occhi bianchi con il 
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Figura 27.8 La segregazione indipendente dei cromosomi sessuali, 


X e Y, determina un rapporto di 1:1 tra maschi e femmine. 


Figura 27.9 Il moscerino della frutta Drosophila melanogaster. Il ma- 
schio (a sinistra) e la femmina {a destra) sono mostrati nelle loro di- 
mensioni relative; essi in realtà sono lunghi circa 2 mm e pesano 


circa 1 mg. 
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ceppo nativo Morgan ha dimostrato che la distribu- 
zione del gene degli occhi bianchi (wh) va in paralle- 
lo con quella del cromosoma X. Questo indica che 
il gene wh è localizzato sul cromosoma X e che il 
cromosoma Y non lo possiede. Si dice quindi che il 
gene wh è legato al sesso. 


Si possono costruire mappe genetiche 
da una analisi delle frequenze di crossing-over 


Negli anni successivi, sono state determinate le 
localizzazioni cromosomiche di molti geni della Dro- 
sophila. I geni che risiedono sullo stesso cromosoma 
non assortiscono indipendentemente. Una coppia qua- 
lunque di questi geni collegati, tuttavia, va soggetta 
a ricombinazione (scambio delle posizioni relative 
con la loro controparte allelica sul cromosoma omo- 
logo) con una frequenza caratteristica. Si è scoperto 
che la base citologica di questo fenomeno è all’inizio 
della meiosi quando i cromosomi omologhi duplicati 
si allineano in parallelo (Metafase I, Fig. 27.3). Si os- 
serva che i cromatidi omologhi si scambiano sezioni 
equivalenti in un processo noto come crossing-over 
(Fig. 27.10). La localizzazione cromosomica del pun- 
to di cross-over varia quasi casualmente di evento in 
evento. Di conseguenza, la frequenza di cross-over 
di una coppia di geni collegati varia direttamente in 
proporzione alla loro separazione fisica lungo il cro- 
mosoma. Morgan e Alfred Sturtevant utilizzarono 
questo fenomeno per mappare (localizzare) le posi- 
zioni relative di vari geni sui quattro cromosomi unici 
di Drosophila. Questi studi hanno dimostrato che i 
cromosomi sono strutture lineari non ramificate. Noi 
ora sappiamo che tali mappe genetiche (Fig. 27.11) 
vanno in parallelo con le corrispondenti sequenze di 
basi del DNA dei cromosomi. 


I geni non allelici 
si complementano l’uno con l’altro 


Si può determinare se due caratteri recessivi 
che influenzano funzioni simili sono o no allelici (for- 
me diverse dello stesso gene) mediante ‘un test di 
complementazione. In questo test un omozigote per 
uno dei caratteri viene incrociato con un omozigote 
per l’altro. Se i due caratteri non sono allelici la pro- 
genie avrà il fenotipo del ceppo nativo poiché ciascu- 
no dei cromosomi omologhi fornisce la funzione na- 
tiva di cui l’altro è privo. Per esempio, l’incrocio di 
una Drosophila che sia omozigote per una mutazio- 
ne del colore degli occhi chiamata viola (pr) con una 
che sia omozigote per un’altra mutazione del colore 
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degli occhi chiamata marrone (bw) genera una pro- 
genie che ha il colore degli occhi del ceppo nativo, 
dimostrando quindi che questi due geni non sono 
allelici (Fig. 27.12a). Per contro, l’incrocio di una Dro- 
sophila femmina che sia omozigote per l’allele lega- 
to al sesso del colore bianco degli occhi (wh) con un 
maschio che porti l’allele legato al sesso degli occhi 
color caffè (cf, genera una progenie di femmine che 
non hanno occhi del colore del ceppo nativo (Fig. 
27.12b). I geni wh e cf devono quindi essere allelici. 


I geni dirigono l’espressione delle proteine 


È stato necessario del tempo per dare una ri- 
sposta alla domanda come i geni controllino le carat- 
teristiche degli organismi. Archibald Garrod fu il pri- 
mo a suggerire una connessione specifica tra geni 
ed enzimi. Individui portatori di alcaptonuria pro- 
ducono urine che si scuriscono in modo allarmante 
in seguito a esposizione all’aria, come conseguenza 
dell’ossidazione dell’omogentisato che essi elimina- 
no (paragrafo 15.3A). Nel 1902, Garrod dimostrò che 
questa malattia metabolica piuttosto benigna (il suo 
unico effetto negativo è l’artrite con l’invecchiamen- 
to) deriva da un carattere recessivo che viene eredi- 
tato in modo mendeliano. Egli dimostrò inoltre che 
gli alcaptonurici non sono in grado di metabolizzare 
l’omogentisato che viene loro somministrato e con- 
cluse quindi che essi sono privi di un enzima che me- 
tabolizza questa sostanza. Ora si sa che questo enzi- 
ma è la omogentisato ossidasi, che è coinvolto nella 
degradazione di fenilalanina e tirosina (paragrafo 
24.3H). Garrod definì l’alcaptonuria e parecchie altre 
forme morbose umane ereditate che egli aveva stu- 
diato come errori innati del metabolismo. 
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Figura 27.10 Il crossing-over. (a) Fotografia al microscopio elettronico 
(assieme ad un disegno interpretativo) di due coppie di cromatidi 
omologhi durante la meiosi nella cavalletta Chorthippus parallelus. 
Cromatidi non fratelli (in colori diversi) possono ricombinarsi in uno 
qualunque dei punti di incrocio. (Per gentile concessione di Bernard - 
john, The Australian National University.) (b) Disegno che illustra la 
ricombinazione di coppie di geni allelici (A, 8) e (a, b) durante il 
crossing-over. 
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Figura 27.11 Una porzione della mappa genetica del cromosoma 2 
di Drosophila. Le posizioni dei geni sono date in unità di mappa. 
Due geni separati da m unità di mappa si ricombinano con una fre- 
quenza di m%. 


© 88-08-10538-5 


(a) Caratteri recessivi non allelici 


+ 
Genitori ‘Dr bw 
CCEC_dE o) 
x 
CBA) 
pr* bw 


Colore porpora degli occhi 


Progenie 


Colore rosso degli occhi 
(di tipo nativo) 


(b) Caratteri recessivi allelici 


A ni 
wh ia 
1 | 
Femmina con gli Maschio con gli 
occhi bianchi occhi color caffè 
Progenie 


wh 
NIETO 

cf 
XE) 


Colore degli occhi non 
di tipo nativo 


Figura 27.12 Il test di complementazione indica se due caratteri re- 
cessivi sono allelici. Due esempi nella Drosophila sono (a) l'incrocio 
di un omozigote per il colore purpureo degli occhi (pr) con un omo- 
zigote per il colore marrone (bw) genera una progenie con un colore 
degli occhi di ceppo nativo. Questo indica che pr e bw non sono 
alleli. I{ «+» in apice indica l’allele di ceppo nativo. (b) L'incrocio 
di una femmina che sia omozigote per il gene wh del colore bianco 
degli occhi, legato al sesso, con un maschio portatore del gene cf 
del colore degli occhi caffè, legato al sesso, genera una progenie di 
femmine che non hanno colore degli occhi di ceppo nativo. | geni 
wh e cf devono quindi essere allelici. 


A partire dal 1940, George Beadle e Edward Ta- 
tum dimostrarono, con una serie di studi che segna- 
no l’inizio della genetica biochimica, che c’è una cor- 
rispondenza di uno a uno tra una mutazione e la 
mancanza di un enzima specifico. Il ceppo nativo di 
muffa Neurospora cresce su di un «terreno minimo» 
in cui le uniche fonti di carbonio e idrogeno sono 
glucosio e NH3. Certe varianti mutanti di Neurospo- 
ra generate per mezzo di irradiazione con raggi X 
necessitano, però, di una sostanza in più, come argini 


Colore marrone degli occhi 


na 0 tiamina, per poter crescere. Beadle e Tatum di- 
mostrarono, in parecchi casi, che i mutanti erano pri- 
vi di un enzima di norma presente che partecipa alla 
biosintesi della sostanza necessaria (paragrafo 15.3A). 
Questo diede origine alla loro famosa massima un 
gene - un enzima. Oggi noi sappiamo che questo 
principio è vero solo in parte poiché molti geni spe- 
cificano proteine che non sono enzimi e molte pro- 
teine consistono di parecchie subunità codificate in- 
dipendentemente (nell’uomo, per esempio, le subu- 
nità « e 8 dell'emoglobina sono codificate da geni 
che si trovano su cromosomi diversi). Una massima 
più accurata potrebbe essere un gene - un polipep- 
tide. Anche questa, però, non è completamente ac- 
curata poiché anche gli RNA con ruoli strutturali e 
funzionali, come gli RNA di trasferimento e gli RNA 
ribosomici, sono specificati geneticamente. 


D. La genetica batterica ; 


I batteri offrono parecchi vantaggi per gli stu- 
di di genetica. Il principale di essi è che in condizioni 
favorevoli molti hanno tempi per generazione inferio- 
re ai 20 minuti. Di conseguenza, i risultati di un espe- 
rimento genetico con i batteri possono essere consta- 
tati in ore invece che nelle settimane o anni richiesti 
per un analogo studio negli organismi superiori. L’e- 
norme numero di batteri che possono essere rapida- 
mente cresciuti (— 101° ml-!) permette l’osservazio- 
ne di eventi biologici estremamente rari. Per esem- 
pio, un evento che avvenga con una frequenza di 
1 per milione può essere prontamente individuato 
nei batteri con solo pochi minuti di lavoro. Fare que- 
sto nella Drosophila sarebbe uno sforzo enorme e 
probabilmente futile. I batteri, inoltre, sono di solito 
aploidi così che il loro fenotipo indica il loro genoti- 
po. Ciò non di meno i principi di base della genetica 
sono stati chiariti con lo studio di piante e animali 
superiori. Questo è dovuto al fatto che i batteri non 
si riproducono sessualmente come gli organismi su- 
periori così che la tecnica di base della genetica clas- 
sica, l'incrocio genetico, non si può normalmente ap- 
plicare ai batteri (vedi anche più avanti). Prima in- 
fatti che fosse dimostrato che il DNA è il veicolo del- 
l’informazione ereditaria, non era chiaro per nulla 
che i batteri avessero i cromosomi. 

Lo studio della genetica batterica è iniziato effetti- 
vamente negli anni ‘40 quando sono state sviluppate 
le procedure per l’isolamento dei batteri mutanti. Poi- 
ché i batteri hanno poche caratteristiche morfologi- 
che facilmente riconoscibili, i loro mutanti sono di 
solito individuati (selezionati) sulla base della loro ca- 
pacità o incapacità di crescere in determinate condi- 
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zioni. Per esempio, E. coli di ceppo nativo possono 
crescere su di un terreno in cui il glucosio sia la sola 
fonte di carbonio. Dei mutanti che non siano in gra- 
do di sintetizzare metionina, per esempio, hanno bi- 
sogno di metionina nel loro terreno di coltura. Dei 
mutanti che siano resistenti a un antibiotico, dicia- 
mo l’ampicillina, possono crescere in presenza di que- 
sto antibiotico mentre i batteri di ceppo nativo non 
possono. Dei mutanti in cui una proteina essenziale 
sia diventata sensibile alla temperatura crescono a 
30 °C ma non a 42 °C, mentre i batteri di ceppo nati- 
vo crescono ad entrambe le temperature. Utilizzan- 
do un protocollo di analisi opportuno si può selezio- 
nare una colonia batterica che contenga una partico- 
lare mutazione o combinazione di mutazioni. Que- 
sto si può fare convenientemente con il metodo della 
piastratura in replica (replica plating) (Fig. 27.13). 
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Figura 27.13 La piastratura in replica è una tecnica usata per il rapido 
e conveniente trasferimento di colonie da una piastra di coltura «mae- 
stra» (piastra di Petri) a un terreno diverso su di un'altra piastra da 
coltura. Poiché le colonie sulla piastra maestra e sulle repliche do- 
vrebbero avere la stessa distribuzione spaziale, è facile identificare 
i mutanti desiderati. : 
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I cromosomi batterici sono stati mappati 
mediante interruzione della coniugazione 


Nel 1946, Joshua Lederberg e Tatum scopriro- 
no che alcuni batteri possono trasferire ad altri bat- 
teri l’informazione genetica mediante un processo no- 
to come coniugazione. La capacità di coniugazione 
(«accoppiamento») è conferita a batteri altrimenti in- 
differenti da un plasmide (una molecola di DNA di- 
stinta dal cromosoma batterico che è replicata dalla 
cellula; paragrafo 28.8A) chiamato fattore F (F sta 
per fertilità). 

I batteri che possiedono un fattore F (designati F*, 
o maschi) sono coperti da proiezioni simili a peli chia- 
mati pili F. Questi si legano a recettori sulla superfi- 
cie di batteri che non hanno un fattore F (F7, o fem- 
mine) determinando la formazione di un ponte cito- 
plasmatico tra le cellule (Fig. 27.14). Il fattore F quin- 
di si replica e non appena il filamento singolo di nuo- 
va replicazione è formato passa attraverso il ponte 


Figura 27.14 Fotografia al microscopio elettronico di un £. coli Fa 
(a sinistra) e uno F7 (a destra) impegnati in una coniugazione ses- 
suale. | pili F sono stati resi più visibili dall’aggiunta di batteriofagi 
specifici per i maschi, che infettano gli £. coli F* aderendo ai loro 
pili F. (Per gentile concessione di Charles Brinton, University of Pitt- 
sburgh.) 


Figura 27.15 Disegno che illustra come una cellula FT acquisisce 
un fattore F da una cellula F*. Un singolo filamento del fattore F 
viene replicato, col sistema del cerchio rotante (paragrafo 31.3B), e 
viene trasferito alla cellula F7 dove viene sintetizzato il suo filamen- 
to complementare formando un nuovo fattore F. 


citoplasmatico alle cellule F7 dove viene sintetizza- 
to il filamento complementare (Fig. 27.15). Questo con- 
verte la cellula F- in F*, così che il fattore F si com- 
porta come un agente infettivo (una sorta di malattia 
venerea dei batteri?). 

In occasioni molto rare, il fattore F si integra spon- 
taneamente nel cromosoma della cellula F* (i pla- 
smidi con questa capacità sono chiamati episomi). 
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Nelle risultanti cellule Hfr (che sta per alta (high) 
frequenza di ricombinazione) il fattore F si compor- 
ta esattamente come fa nel suo stato autonomo. La 
sua replicazione inizia in corrispondenza di un pun- 
to interno specifico del fattore F, e la sezione replica- 
ta passa attraverso un ponte citoplasmatico alla cel- 
lula F-, dove viene sintetizzato il suo filamento 
complementare. In questo caso, tuttavia, anche il cro- 
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Figura 27.16 Il trasferimento del cromosoma batterico da una cellula 
Hfr a una cellula F7 e la sua susseguente ricombinazione con il cro- 
mosoma F7. In questa figura le lettere greche rappresentano i geni 
del fattore F, le lettere maiuscole rappresentano i geni batterici della 
cellula Hfr e le lettere minuscole rappresentano i corrispondenti alleli 
della cellula F7. Poiché il trasferimento cromosomico, che inizia con 
il fattore F, è raramente completo, l’intero fattore F viene raramente 
trasferito. La cellula ricevente rimane quindi di solito FT. 


mosoma replicato della cellula Hfr viene trasmesso 
alla cellula F- (Fig. 27.16). Di solito, solo una parte 
del cromosoma del batterio Hfr viene trasferito du- 
rante la coniugazione sessuale poiché il ponte cito- 
plasmatico si rompe quasi sempre durante i circa 90 
minuti necessari per completare il processo di trasfe- 
rimento. Nel merozigote (un batterio parzialmente 
diploide) che ne risulta, il frammento cromosomico, 


che è privo di un fattore F completo, non trasforma 
la cellula F7 in Hfr né viene successivamente repli- 
cato. Però, il frammento cromosomico trasferito si ri- 
combina con il cromosoma della cellula F7 in modo 
simile al crossing-over cromosomico degli eucarioti, for- 
nendo quindi in modo permanente la cellula F° di 
alcuni dei caratteri del ceppo Hfr. 

I geni batterici vengono trasferiti dalla cellula Hfr 
alla cellula F7 in un ordine fisso. Questo è dovuto 
al fatto che il fattore F in un dato ceppo Hfr viene 
integrato nel cromosoma batterico in corrisponden- 
za di un sito specifico e al fatto che solo un particola- 
re filamento del DNA cromosomico Hfr viene repli- 
cato e trasferito alla cellula F7. Il cromosoma batte- 
rico può quindi essere mappato mediante la seguen- 
te procedura. Ceppi Hfr e FT contenenti alleli diver- 
si del gene che deve essere mappato vengono mesco- 
lati e fatti coniugare e, dopo un certo tempo, la co- 
niugazione viene interrotta tramite violenta agitazio- 
ne in un frullatore in modo da rompere i ponti cito- 
plasmatici tra cellule in coniugazione (coniugazio- 
ne interrotta; Fig. 27.17). Le successive procedure 
di analisi rivelano quali geni allelici sono entrati nel- 
la cellula F- e si sono ricombinati con il suo cromo- 
soma. Interrompendo la coniugazione dopo tempi di- 
versi si può determinare l’ordine dei geni allelici (Fig. 
27.18). Le difficoltà nella determinazione dell’ordine 
dei geni localizzati verso l’estremità del cromosoma 
di rado completamente trasferito viene aggirata con 
l’uso di parecchi ceppi Hfr, che differiscono per il 
punto in cui il fattore F viene integrato nel cromoso- 
ma. Questa procedura di mappatura ha dimostrato 
che il cromosoma di E. coli è circolare come il suo 
DNA (Fig. 27.18). Altri cromosomi batterici sono sta- 
ti mappati in modo analogo. 

Il fattore F integrato in una cellula Hfr occasional- 
mente va incontro ad escissione spontanea generan- 
do una cellula F*. In rari casi, il fattore F viene 
escisso in modo aberrante così che una porzione del 
cromosoma batterico adiacente viene incorporata nel 
fattofe F che successivamente si replica in modo au- 
tonomo. I batteri che presentano questo cosiddetto 
fattore F' sono diploidi in modo permanente per 
i suoi geni batterici. 


E. La genetica virale 


[iz14]I virus sono particelle infettive che consistono 
di una molecola di acido nucleico racchiusa da un 
capside protettivo (involucro) costituito in gran par- 
te o interamente di proteine. Un virus aderisce speci 
ficamente a una cellula suscettibile in cui insinua il 
proprio acido nucleico. Nel corso dell’infezione (Fig. 
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Figura 27.17 Un esempio della mappatura di un cromosoma batteri- 
co mediante coniugazione interrotta. (a) ll trasferimento ordinato di 
un cromosoma Hfr a una cellula FT. La coniugazione batterica vie- 
ne interrotta a tempi diversi mediante agitazione in un frullatore. | 
batteri che portano gli alleli mutanti thr7 e /euT necessitano, rispet- 
tivamente, degli amminoacidi treonina e leucina nel loro terreno di 
coltura; quelli con ga/7 e fac7 sono incapaci, rispettivamente, di cre- 
scere su terreni contenenti gli zuccheri lattosio o galattosio come loro 
unica fonte di carbonio; azi* conferisce la resistenza all‘azide; ton 

conferisce la resistenza al batteriofago T1; e str conferisce la resi- 
stenza all’antibiotico streptomicina. Il +, R e S in apice indicano ri- 
spettivamente il ceppo nativo, la «resistenza» e la «sensibilità». (b) 
Le frequenze di ritrovamento dei marcatori genetici azi, ton, lac e 
gal in ricombinanti in funzione del tempo di coniugazione. Dopo 
l'interruzione della coniugazione, i batteri vengono cresciuti su un 
terreno contenente streptomicina con glucosio come unica fonte di 
carbonio per selezionare i ricombinanti contenenti gli alleli thr*, /eu* 
e str®. Questi ricombinanti vengono classificati in base alla loro sen- 
sibilità all'azide, al batteriofago T1 o alla loro capacità di crescere 
su lattosio o galattosio come unica fonte di carbonio. L'estrapolazio- 
ne a zero della frequenza delle colonie batteriche sui vari terreni 
restrittivi indica i tempi minimi a cui gli alleli corrispondenti si sono 
resi disponibili per la ricombinazione con il cromosoma FT. (Fonte: 
Jaco8, F. e WOLLMAN, E. L., Sexuality and the Genetics of Bacteria, 
p. 135, Academic Press, 1961.) 


Figura 27.18 La mappa genetica di £. coli basata sui risultati di esperi- 
menti di coniugazione interrotta con i dettagli più fini determinati 
mediante procedure di mappatura trasduzionale. Il cerchio interno 
indica il tempo di trasferimento, in minuti, dei geni con il locus thrA 
arbitrariamente posto in posizione 0. Il cerchio esterno mostra in for- 
ma espansa delle sezioni affollate della mappa. | 310 geni mappati 
rendono conto di circa il 10% del contenuto potenziale di informa- 
zione del genoma di £. coli. Dal tempo in cui è stata compilata que- 
sta mappa (1970) sono stati scoperti e mappati molte altre centinaia 
di geni di £. coli. (Per gentile concessione di Austin L. Taylor, Univer- 
sity of Colorado.) 


27.19) il cromosoma virale ridirige il metabolismo 
della cellula in modo da produrre nuovi virus. Un’in- 
fezione virale, di solito, culmina con la lisi della cel- 
lula ospite e il susseguente rilascio di un gran nume- 
ro (decine di migliaia) di particelle virali mature che 
possono ciascuna dare inizio a un nuovo ciclo di infe- 
zione. I virus, non avendo un proprio metabolismo, 
sono i parassiti perfetti. Essi non sono organismi vi- 
venti poiché, in assenza del loro ospite, sono biologi- 
camente inerti come qualunque altra grossa molecola. 


I dettagli particolareggiati di una mappa 
genetica batterica possono essere definiti 
attraverso una mappatura trasduzionale 


Alcune specie di batteriofagi (virus che infet- 
tano i batteri, fagi per brevità; dal greco phagein, 
mangiare) sono stati utili nella delucidazione della 
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Figura 27.19 Il ciclo vitale di un virus. 
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genetica batterica. In una infezione da parte dei sud- 
detti batteriofagi, circa una ogni mille particelle del- 
la progenie contiene un segmento del cromosoma bat- 
terico al posto del cromosoma virale. Queste particel- 
le fagiche difettose possono iniettare il loro DNA in 
un’altra cellula batterica ma questo non porta a mor- 
te il batterio dato che manca il genoma virale. Il seg- 
mento cromosomico trasferito può, però, ricombinarsi 
con porzioni omologhe del cromosoma del batterio. 
Questo processo di ricombinazione mediato dal fago 
è noto come trasduzione. 

Un fago trasduttore non può contenere più DNA 
di quello che fisicamente può essere stivato nel cap- 
side (tipicamente 50 000 coppie di basi (bp); esso può 
quindi trasdurre solo geni che non siano più lontani 
di questa distanza (al massimo 2 min) sul cromoso- 
ma batterico. Di conseguenza, la frequenza relativa 
con cui geni batterici strettamente collegati sono co- 
trasdotti riflette accuratamente la loro separazione 
sul cromosoma batterico. I dettagli più fini della map- 
pa genetica di £. coli illustrati nella Fig. 27.18 sono 
stati chiariti mediante questo sistema di mappatura 
trasduzionale per mezzo del batteriofago P1. 


I virus vanno soggetti a complementazione 
e ricombinazione 


[216] La genetica dei virus può essere studiata esatta- 
mente come si studia quella degli organismi cellula- 
ri. Poiché i virus non hanno metabolismo, però, la 
loro presenza è di solito svelata dalla loro capacità 
di uccidere l’ospite. La presenza di batteriofagi vitali 
è convenientemente svelata dalla presenza di plac- 
che (punti chiari) in un tappeto di batteri su di una 


Figura 27.20 Una piastra da coltura coperta da un tappeto di £. coli 
su cui il batteriofago T4 ha formato delle placche. (Bruce Iverson.) 
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Figura 27.21 La ricombinazione dei cromosomi di batteriofago si ve 
rifica nel caso di infezione simultanea dell'ospite batterico da parte 
di due ceppi di fagi che portano i geni Ab e aB8. 


piastra da coltura (Fig. 27.20). Le placche indicano 
i punti in corrispondenza dei quali delle singole par- 
ticelle virali si sono moltiplicate determinando la lisi 
dei batteri della zona. Un fago mutante, in grado di 
generare una progenie in particolari condizioni per- 
missive, viene individuato grazie alla sua incapacità 
di dare progenie in quelle condizioni restrittive 
in cui è vitale il fago di ceppo nativo. Queste condi- 
zioni, di solito, coinvolgono differenze nel ceppo del- 
l'ospite batterico utilizzato o nella temperatura. 

I virus vanno soggetti a complementazione. L’infe- 
zione simultanea di un batterio da parte di due di- 
verse varietà mutanti di un fago può generare una 
progenie nelle condizioni in cui nessuna delle due 
varietà di per sé sarebbe in grado di riprodursi. Se 
questo avviene, allora ciascun fago mutante deve aver 
fornito una funzione che non poteva essere fornita 
dall’altro. Si dice che ciascuna di queste funzioni ap- 
partiene a un diverso gruppo di complementazio- 
ne, un termine sinonimo di gene. 

Anche i cromosomi virali vanno soggetti a ricom- 
binazione. Questo capita quando una singola cellula 
viene simultaneamente infettata da due ceppi mu- 
tanti di un virus (Fig. 27.21). La dinamica della ri- 
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combinazione virale differisce da quella degli euca- 
rioti e dei batteri per il fatto che il cromosoma virale 
va soggetto a ricombinazione durante i numerosi ci- 
cli di replicazione del DNA che avvengono durante 
il ciclo vitale del virus. La progenie virale ricombi- 
nante consiste quindi di molti, se non tutti i possibi- 
li, tipi ricombinanti. 


L’unità di ricombinazione è una coppia di basi 


[1217] L’enorme frequenza a cui si riproduce un batte- 
riofago permette l’individuazione di eventi ricombi- 
nazionali che si verificano con una frequenza molto 
bassa, fino a uno in 108. Negli anni ’50, Seymour 
Benzer ha svolto studi genetici ad alta risoluzione 
della regione rIl del cromosoma del batteriofago 
T4. Questa regione di —4000 bp, che rappresenta 
circa il 2% del cromosoma di T4, è costituita da due 
gruppi di complementazione adiacenti designati rIIA 
e rIIB. In un ospite permissivo, E. coli B, una muta- 
zione che inattivi il prodotto di uno dei due geni de- 
termina la formazione di placche che si possono fa- 
cilmente identificare perché sono molto più grandi 
di quelle prodotte dal fago di ceppo nativo (la deno- 
minazione r sta per rapida lisi). Solo il ceppo nativo, 
però, liserà l’ospite restrittivo E. coli K12(}). La pre- 
senza di placche in una piastra di coltura di E. coli 
K120)) che sia stata simultaneamente infettata con due 
diversi mutanti rI/ dello stesso gruppo di complemen- 
tazione ha dimostrato che la ricombinazione può av- 
venire all’interno di un gene. Questo si opponeva a 
un modello allora largamente accettato del cromoso- 
ma in cui si riteneva che i geni fossero entità discre- 
te, quasi come perle su un filo, per cui la ricombina- 
zione fosse possibile solo tra geni intatti. La mappa- 
tura genetica di mutazioni in corrispondenza di ol- 
tre 3 000 siti diversi nelle regioni rIlA e rIIB ha indi- 
cato che i geni, come i cromosomi, sono strutture li- 
neari non ramificate. 

Benzer ha anche dimostrato che un test di comple- 
mentazione tra due mutazioni sullo stesso gruppo 
di complementazione genera una progenie nell’ospi- 
te restrittivo quando le due mutazioni sono nella con- 
figurazione in cis (sullo stesso cromosoma; Fig. 
27.22a), ma non è in grado di farlo quando esse sono 
nella configurazione in trans (su cromosomi fisica- 
mente diversi; Fig. 27.22b). Questo è dovuto al fatto 
che solo quando entrambe le mutazioni si trovano 
sullo stesso gene l’altro gene sarà funzionalmente in- 
tatto. Il termine cistrone è stato coniato per definire 
una unità genetica funzionale definita con il test di 
cis-trans. Questa parola è da allora divenuta sinoni- 
mo di gene o di gruppo di complementazione. 


(a) Mutazioni in cis (b) Mutazioni in trans 


Fenotipo Fenotipo 


nativo mutante 


Figura 27.22 Il test cis-trans. Prendete in considerazione un cromoso- 
ma che sia presente in due copie in cui due posizioni sullo stesso 
gene, P e Q, hanno mutanti difettivi (recessivi) p e g, rispettivamente. 
(a) Se le due mutazioni sono in cis (fisicamente sullo stesso cromoso- 
ma) un gene sarà di ceppo nativo così che l'organismo avrà un fenoti- 
po nativo. (b) Se le mutazioni sono in trans (su cromosomi fisicamen- 
te differenti), entrambi i geni saranno difettosi e l'organismo avrà un 
fenotipo mutante. 


Si è osservato che la ricombinazione di coppie di 
mutanti rll si verifica a frequenze di 0,01% (anche 
se in teoria si potrebbero individuare frequenze del- 
lo 0,0001%). Poiché una frequenza di ricombinazio- 
ne dell’1% in T4 corrisponde ad una separazione di 
240 bp tra i siti delle mutazioni, l’unità di ricombi- 
nazione non può essere superiore a 0,01x240=2,4 
bp. Per ragioni inerenti al meccanismo della ricom- 
binazione questa è una stima del limite superiore. 
Sulla base di mappatura genetica ad alta risoluzione 
si è quindi concluso che l’unità di ricombinazione 
è delle dimensioni di una singola coppia di basi. 


2. IL DNA È IL VETTORE 
DELL'INFORMAZIONE GENETICA 


Gli acidi nucleici sono stati isolati per la prima 
volta nel 1869 da Friedrich Miescher e così chiamati 
perché egli li trovò nei nuclei dei leucociti (cellule 
del pus) derivati da bende chirurgiche usate. La pre- 
senza degli acidi nucleici in altre cellule fu dimostra- 
ta nel giro di pochi anni ma non è stato che 75 anni 
dopo la loro scoperta che è stata definita la loro fun- 
zione biologica. 

Negli anni ’30, infatti, si riteneva, con quella che 
era chiamata l’ipotesi del tetranucleotide, che gli 
acidi nucleici avessero una sequenza monotonamen- 
te ripetuta di tutte e quattro le basi e non si sospetta- 
va quindi che essi avessero una funzione genetica. 
Invece generalmente si assumeva che i geni fossero 
proteine poiché le proteine erano le sole entità bio- 


894 Capitolo 27 


eni 


1219) 


chimiche che, a quel tempo, sembrassero possedere 
la specificità necessaria. In questo paragrafo illustre 
remo gli esperimenti che hanno stabilito che il DNA 
ha un ruolo genetico. 


A. Il principio trasformante è il DNA 


11219] La forma virulenta di pneumococco {Diplococ- 
cus pneumoniae), un batterio che causa la polmonite, 
è incapsulata da un rivestimento gelatinoso polisac- 
caridico che contiene gli antigeni O attraverso i quali 
riconosce le cellule da infettare (paragrafo 10.3B). Gli 
pneumococchi mutanti privi di questo rivestimento, 
a causa di un difetto in un enzima coinvolto nella 
sua formazione, non sono patogeni. Gli pneumococ- 
chi virulenti e quelli non patogeni sono chiamati ri- 
spettivamente forma S e forma R, a causa dell’aspet- 
to liscio o rugoso delle loro colonie in coltura (Fig. 
27.23). 

Nel 1928, Frederick Griffith fece una sorprendente 
scoperta. Egli iniettò dei topi con una miscela di pneu- 
mococchi R vivi ed S uccisi col calore. Questo esperi- 
mento portò a morte la maggior parte dei topi. La 
cosa più sorprendente, però, fu che il sangue dei to- 
pi morti conteneva pneumococchi $S vivi. Gli pneu- 
mococchi S morti inizialmente iniettati nei topi ave- 
vano in qualche modo trasformato gli altrimenti 
innocui pneumococchi R nella forma virulenta S. La 
progenie, inoltre, degli pnreumococchi trasformati era 
anch'essa costituita da forme S; la trasformazione era 
permanente. Alla fine si dimostrò che la trasforma- 
zione poteva anche avvenire in vitro mescolando cel- 
lule R con un estratto di cellule S. La domanda resta- 
va: qual è la natura del principio trasformante? 


Figura 27.23 Le colonie grosse e brillanti sono pneumococchi viru- 
lenti di tipo S derivati dalla trasformazione di pneumococchi non 
patogeni di tipo R (colonie più piccole) da parte di DNA derivato 
da pneumococchi S uccisi col calore. (Fonte: Avery, O. T., MACLEOD, 
C. M. e McCarty, M., /. Exp. Med, 79, p. 153, 1944, Copyright © 
1944 Rockfeller University Press.) 
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Nel 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn 
McCarty riferirono, dopo 10 anni di studi, che il prin- 
cipio trasformante è il DNA. Questa conclusione si 
basava sulle osservazioni che il principio trasformante 
laboriosamente purificato (allora erano disponibili po- 
che delle moderne tecniche di frazionamento) aveva 
tutte le proprietà fisiche e chimiche del DNA, non 
conteneva proteine individuabili, non era alterato da 
tripsina, chimotripsina o ribonucleasi ed era total 
mente inattivato dal trattamento con la DNasi. Il DVA 
doveva quindi essere il vettore dell’informazione ge- 
netica. 

La scoperta di Avery era un'altra di quelle idee 
troppo moderne per i suoi tempi. Questo fondamen- 
tale passo in avanti fu inizialmente accolto con scetti- 
cismo e quindi bellamente ignorato. Anche Avery, 
in realtà, non affermò direttamente che il DNA è 
il materiale ereditario ma si limitò a dire che ha una 
«specificità biologica». Il suo lavoro, però, influenzò 
parecchi biochimici, compreso Erwin Chargaff la cui 
successiva accurata determinazione dei rapporti tra 
le basi nel DNA (paragrafo 28.1) sconfessò l’ipotesi 
del tetranucleotide ed indicò quindi che il DNA po- 
teva essere una molecola complessa. 

È stato alla fine dimostrato che anche gli eucarioti 

sono soggetti a trasformazione ad opera del DNA. 
Quindi il DNA, che studi citologici mostrano risiede- 
re nei cromosomi, deve essere il materiale ereditario 
degli eucarioti. Con una dimostrazione spettacolare 
della trasformazione degli eucarioti Ralph Brinster, 
nel 1982, ha iniettato il DNA del gene dell’ormone 
della crescita del ratto (un polipeptide) nei nuclei 
di uova fecondate di topo e ha impiantato queste uo- 
va nell'utero di madri adottive. Il «supertopo» che 
ne è risultato (Fig. 27.24), che aveva nel siero alti li- 
velli di ormone della crescita di ratto, è cresciuto quasi 
due volte di più dei suoi compagni di nidiata. Più 
recentemente, è stato riferito un metodo sorprenden- 
temente semplice per la trasformazione degli euca- 
rioti. Gli spermatozoi vivi di topo incorporano DNA 
estraneo. Fino al 30% delle cellule uovo di topo fe- 
condate da questi spermatozoi «trasformati» si svi- 
luppano in organismi adulti che incorporano perma- 
nentemente (ereditabilmente) quel DNA nei loro cro- 
mosomi. Si dice che gli organismi geneticamente al- 
terati in questo modo sono transgenici. 
La scoperta, però, che gli spermatozoi inglobano DNA 
estraneo che trasferiscono poi alle uova che feconda- 
no dando origine ad animali transgenici, non è stata 
riprodotta in altri laboratori. In attesa quindi di veri- 
fica di questa tecnica, si possono ancora fare animali 
transgenici mediante iniezione nei nuclei di uova fe- 
condate del DNA contenente il geneli) che si vuole 
trasferire. 
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Figura 27.25 Fotografia al microscopio elettronico di una cellula di 
E. coli a cui sono adesi, tramite le loro code, dei batteriofagi T5. 


(Per gentile concessione di Thomas F. Anderson, Fox Chase Cancer 
Center.) 


Figura 27.24 ll topo gigante (a sinistra) cresciuto da un uovo feconda- 
to che era stato iniettato con DNA che comprendeva il gene dell’or- 
mone della crescita del ratto. Un suo compagnodi-nidiata normale 
(a destra) è mostrato per confronto. (Per gentile concessione di Ralph 
Brinster, University of Pennsylvania.) 


Fago infettante 


Parete cellulare 
di E. coli 


| 


B. La molecola ereditaria 
del batteriofago è il DNA 


1220| Fotografie al microscopio elettronico di batteri 
infettati da fagi mostrano «fantasmi» di fagi con le 
teste vuote attaccati alla superficie batterica (Fig. 
27.25). Questa osservazione ha indotto Roger Herriott 
a suggerire che «il virus possa funzionare come un 
piccolo ago ipodermico pieno del principio trasfor- 
mante», che esso inietta nell’ospite batterico (Fig. 
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Figura 27.26 Un disegno del batteriofago T2 mentre inietta il suo 
DNA in una cellula di £. coli. 


27.26). Questa proposta è stata analizzata nel 1952 
da parte di Alfred Hershey e Martha Chase con l’e- 
sperimento illustrato nella Fig. 27.27. Il batteriofa- 
go T2 è stato cresciuto su E. coli in un terreno conte- 
nente gli isotopi radioattivi **P e 55. Questo deter- 
mina la marcatura del capside del fago, che non con- 
tiene P, con 35S e del suo DNA, che non contiene 
S, con ®°P. Questi fagi sono stati aggiunti a una col- 
tura di E. coli non marcati e, dopo aver lasciato tem- 
po sufficiente ai fagi di infettare le cellule batteriche, 
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la coltura è stata agitata in un frullatore in modo da 
staccare i fantasmi fagici dalle cellule batteriche. Que- 
sto violento trattamento non altera i batteri né il cor- 
so dell’infezione da parte dei fagi. Quando i fantasmi 
dei fagi sono stati separati dai batteri mediante cen- 
trifugazione, si è trovato che i fantasmi contenevano 
la maggior parte del 355 mentre i batteri conteneva- 
no la maggior parte del *°P. Inoltre, il 30% del ®P 
compare nella progenie dei fagi mentre solo 1°1% di 
355 fa lo stesso. Hershey e Chase hanno quindi con- 
cluso che solo il DNA del fago è essenziale per la 
generazione di una progenie. Il DNA quindi deve es- 
sere il materiale ereditario. In anni successivi, si è 
dimostrato che in un processo chiamato trasfezio- 
ne il DNA purificato del fago può, di per sé, indurre 
una normale infezione fagica in un ospite batterico 
trattato in modo appropriato (la trasfezione differi- 
sce dalla trasformazione per il fatto che quest’ultima 
deriva dalla ricombinazione del cromosoma batteri- 
co con un frammento di DNA omologo). 

Nel 1952, lo stato della conoscenza biochimica era 
tale che la scoperta di Hershey fu accettata molto più 
facilmente di quanto fosse stato fatto 8 anni prima 
con l’identificazione da parte di Avery del principio- 
trasformante. In pochi mesi, sorsero le prime specu- 
lazioni sulla natura del codice genetico e James Wat- 
son e Francis Crick furono ispirati a investigare la 
struttura del DNA. Nel 1955, fu dimostrato che le 
cellule somatiche degli eucarioti hanno il doppio del 
DNA delle corrispondenti cellule germinali. Quando 
quest’osservazione venne proposta come ulteriore in- 
dicazione del ruolo genetico del DNA, ci furono po- 
chi commenti anche se lo stesso si sarebbe potuto 
dire per qualunque altro componente cromosomico. 


Figura 27.27 Diagramma dell'esperimento di Hershey e Chase che 
dimostra come solo il componente di acido nucleico del batteriofago 
entri nell’ospite batterico durante l'infezione da parte del fago. 


Le cellule eucariotiche contengono un numero ca- 
ratteristico di coppie di cromosomi omologhi. Nella 
mitosi ciascuna cellula figlia riceve una copia di cia- 
scuno di questi cromosomi ma nella meiosi ciascun 
gamete che ne risulta riceve solo un membro di cia- 
scuna coppia omologa. La fecondazione è la fusione 
di due gameti aploidi che generano uno zigote diploide. 


Le leggi mendeliane dell’ereditarietà affermano che 
forme alternative di caratteri sicuramente puri sono 
codificati da alleli diversi dello stesso gene. Gli alleli 
possono essere dominanti, codominanti o recessivi A 
seconda del fenotipo dell’eterozigote. Geni diversi as- 
sortiscono indipendentemente a meno che siano sullo 
stesso cromosoma. Il collegamento tra geni sullo stes- 
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so cromosoma, però, non è mai completo a causa del 
crossing-over tra cromosomi omologhi durante la meio- 
si. La frequenza di ricombinazione tra i geni varia 
in funzione della loro separazione fisica poiché il 
crossing-over avviene essenzialmente a caso. Questo 
permette la costruzione di mappe genetiche. Se due 
caratteri recessivi siano allelici può essere determina- 
to mediante il test di complementazione. La natura 
dei geni è in gran parte definita dalla massima «un 
gene-un polipeptide». 

Il rapido ritmo di riproduzione dei batteri e dei bat- 
teriofagi permette l’identificazione di eventi genetici 
estremamente rari. I ceppi F* di batteri trasferisco- 
no una copia del loro fattore F alle cellule F° per co- 
niugazione. In cellule Hfr il fattore F viene integrato 
nel cromosoma batterico. Le cellule Hfr trasferiscono 
la parte leader del loro fattore F, assieme a una parte 
del cromosoma batterico ad essa attaccata, con un 
ordine fisso, nella cellula F7 dove il frammento cro- 
mosomico si ricombina con il cromosoma FT. Que- 
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1. Un metodo usato da Mendel per verificare le sue leggi è 
conosciuto come «testeross». In esso gli ibridi F; sono in- 
crociati con il loro genitore recessivo. Quale distribuzio- 
ne ci si aspetta nella progenie e quali sono i loro fenotipi 
in un «testcross» che interessa piselli con semi di colori 
diversi? Qual è quella per bocche di leone con fiori di di- 
verso colore (in questo testcross usate un genitore bianco)? 


2. La disputata paternità di un bambino può spesso essere 
decisa sulla base delle analisi del sangue. I gruppi sangui- 
gni M, N e MN (paragrafo 11.3D) derivano da due alleli, 
LM e LN; il gruppo sanguigno Rh* deriva da un allele do- 
minante R. Entrambi i gruppi di alleli si trovano su un 
cromosoma diverso gli uni dagli altri e dagli alleli respon- 
sabili dei gruppi sanguigni ABO. La seguente tabella dà 
i tipi sanguigni di tre bambini, della loro madre e dei due 
possibili padri. Indicate, dove possibile, la paternità di cia- 
scun bambino e giustificate la vostra risposta. 


Bambino 1 B M Rh7 
Bambino 2 B MN Rh* 
Bambino 3 AB MN Rh* 
Madre B M Rh* 
Maschio 1 B MN Rh* 
Maschio 2 AB N Rh* 
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3. La forma più comune di daltonismo (la cecità ai co- 
lori rosso e verde) colpisce quasi solo maschi. Quali 
sono i genotipi e i fenotipi dei figli e nipoti di un 
uomo daltonico e di una donna senza profilo gene- 
tico di daltonismo? Assumete che i loro figli sì ac- 
coppino con individui che pure non hanno storia 
familiare di daltonismo. 


© 4. Come potrebbero essere utili delle cellule F’ nell’a- 


nalisi genetica dei batteri? 


(Sii 


. I vari ceppi Hfr di E. coli differiscono sia nell’origi- 
ne della replicazione che nella direzione del trasfe- 
rimento cromosomico alle cellule recipienti FT. La 
tabella seguente mostra l’ordine di trasferimento 
dei geni vicini all’origine della replicazione, leggen- 
do da sinistra a destra, in parecchi ceppi Hfr. Usate 
questi dati per costruire una mappa genetica del 
cromosoma batterico. 


e e e TE OE" 


Ceppo HfrOrdine del trasferimento dei geni 
ii are I 


1 met-thi-thr-leu-azi-ton-pro 

2 thi-met-ile-mtl-xyl-mal-str-his 
3 ton-pro-lac-ade-gal-trp 

4 rpl-mal-str-his-trp-gal-ade-lac 
5 thi-thr-leu-azi-ton 
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1. La struttura chimica e la composizione delle basi 


2. Le strutture a doppia elica 
A. La struttura secondo Watson e Crick: il DNA-B 
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C. Le dimensioni del DNA E 
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3. Le forze che stabilizzano ia struttura degli acidi nucleici 

. Denaturazione e rinaturazione 
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5. Il DNA superavvolto 
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La struttura 


e la manipolazione 
degli acidi nucleici 


D. L'amplificazione del DNA per mezzo della reazione a ca- 
tena della polimerasi 

E. La produzione di proteine 

F. Considerazioni sociali 


Ci sono due classi di acidi nucleici, l’acido de- 
ossiribonucleico (DNA) e l’acido ribonucleico 
(RNA). Il DNA è la molecola dell’ereditarietà in tutte 
le forme di vita cellulare e anche in molti virus. Essa 
ha due funzioni: 


1. Di dirigere la propria replicazione durante la di- 
visione cellulare. 

2. Di dirigere la trascrizione di molecole comple- 
mentari di RNA. 


L’RNA, per contro, ha funzioni biologiche più varie: 


1. I trascritti di RNA di sequenze di DNA che codi- 
ficano dei polipeptidi, gli RNA messaggeri 
(MRNA), dirigono la sintesi sui ribosomi di que- 
sti polipeptidi con un processo noto come tradu- 
zione. 

Gli RNA dei ribosomi, che sono costituiti per cir- 

ca due terzi da RNA e per un terzo da proteine, 

hanno probabilmente ruoli funzionali oltre che 
strutturali. 

3. Durante la sintesi proteica, gli amminoacidi ven- 
gono portati ai ribosomi da molecole di RNA di 
trasferimento (tRNA). 

4. Certi RNA sono associati con proteine specifiche 
dando origine a ribonucleoproteine che parte- 
cipano ai processi di modificazione postrascrizio- 
nale di altri RNA. 

5. In molti virus PRNA, e non il DNA, è il vettore 
dell’informazione ereditaria. 


Dea 
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In questo capitolo esamineremo la struttura degli acidi 
nucleici ponendo l'accento sul DNA (la struttura 
dell’RNA è descritta in dettaglio nel paragrafo 30.2A), 
e discuteremo i metodi di purificazione, sequenzia- 
mento e sintesi chimica degli acidi nucleici. Conclu- 
deremo delineando come la tecnologia del DNA ri- 
combinante, che ha rivoluzionato lo studio della bio- 
chimica, venga usata per manipolare, sintetizzare ed 
esprimere il DNA. 


1. LA STRUTTURA CHIMICA 
E LA COMPOSIZIONE DELLE BASI 


La struttura chimica degli acidi nucleici è stata 
delucidata nei primi anni ’50 soprattutto grazie agli 
sforzi di Phoebus Levine seguiti da quelli di Alexan- 
der Todd. Gli acidi nucleici sono, con poche eccezioni, 
polimeri lineari di nucleotidi i cui fosfati uniscono le 
posizioni 3’ e 5’ di residui di zuccheri successivi (Fig. 
28.1). I fosfati di questi polinucleotidi, i gruppi fo- 
sfodiesterici, sono acidi così che, a pH fisiologici gli 
acidi nucleici sono polianioni. 


La composizione di basi del DNA è governata 
dalle regole di Chargaff 


Il DNA ha numeri uguali di adenine e di timine 
(A=T) e numeri uguali di guanine e citosine (G= C). 
Queste relazioni, note come regole di Chargaff, fu- 
rono scoperte alla fine degli anni ’40 da Erwin Char- 
gaff che, per primo, ideò metodi quantitativi affida- 
bili per la separazione (mediante cromatografia su 
carta) e l’analisi di idrolizzati di DNA. Chargaff tro- 
vò anche che la composizione di basi del DNA di 
un dato organismo è caratteristica di quell’organi- 


Figura 28.1 (a) Il tetranucleotide adenil-3‘,5'-uridil-3’,5'-citidil-3‘,5°-gua- 
nilil-3’-fosfato. | numeri degli atomi dello zucchero sono marcati con 
«» in modo da distinguerli dalle posizioni atomiche delle basi. Per 
convenzione, le sequenze polinucleotidiche vengono scritte con la 
loro estremità 5’ a sinistra e la loro estremità 3’ a destra. Quindi leg- 
gendo da sinistra a destra il legame fosfodiestere lega residui vicini 
di ribosio in direzione 5" —— 3’. La suddetta sequenza può essere 
abbreviata come ApUpCpGp o anche solo AUCGp (dove una «p» 
a sinistra o a destra del simbolo di un nucleoside indica un legame 
fosforile al 5’ e/o al 3’ rispettivamente; vedere la Tabella 26.1 per 
altre definizioni di simboli). Il deossitetranucleotide corrispondente 
è abbreviato d(ApUpCpGp) o d(AUCGp). (b) Una rappresentazione 
schematica di AUCGp. Una linea verticale indica qui un residuo di 
ribosio, la base ad esso attaccata è indicata dalla corrispondente ab- 
breviazione a singola lettera e una linea diagonale fiancheggiante una 
«p» opzionale rappresenta un legame fosfodiestere. La numerazione 
degli atomi dei residui di ribosio, che è indicata qui, viene di solito 
omessa. L'equivalente rappresentazione di deossipolinucleotidi diffe- 
risce solo per l'assenza dei gruppi 2°-OH. 


(a) 


Estremità 3° 
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smo; essa è cioè indipendente tanto dal tessuto da 
cui viene estratto il DNA quanto dall’età dell’organi- 
smo, dal suo stato nutrizionale o da qualunque altro 
fattore ambientale. La base strutturale delle regole 
di Chargaff deriva dal carattere a doppia elica del 
DNA (paragrafo 28.2A). 

La composizione di basi del DNA varia ampiamen- 
te tra organismi differenti. Essa varia dal — 25 al 75% 
di G+C in specie diverse di batteri. Essa è, però, più 
o meno costante tra specie correlate; nei mammiferi, 
per esempio, G+C varia tra il 39 e il 46%. 

L’RNA, che di solito è presente come molecola a 
filamento singolo, non ha limitazioni apparenti nella 
sua composizione di basi. L’RNA a doppia elica, pe- 
rò, che comprende il materiale genetico di parecchi 
virus, obbedisce alle regole di Chargaff. Per contro, 
il DNA a filamento singolo, che è presente in alcuni 
virus, non segue le regole di Chargaff. Quando entra 
nell’organismo ospite, però, questo.DNA viene repli- 
cato formando una molecola a doppio filamento, che 
allora obbedisce alle regole di Chargaff. 


Le basi degli acidi nucleici 
possono essere modificate 


226] Alcuni DNA contengono delle basi che sono de- 
rivati chimici delle basi standard. dA e dC, per esem- 
pio, nel DNA di molti organismi sono parzialmente 
sostituite da N°-metil-dA e da 5-metil-dC rispetti- 
vamente. 


TARE NHy 
NT NN i” 
\ | 
de eg 
I 
dR 


dR 


NÉ-metil-dA 5-metil-dC 


Le basi modificate vengono generate mediante mo- 
dificazioni enzimatiche sequenza-specifiche del DNA 
normale (paragrafi 28.6A e 31.7). I DNA modificati 
seguono le regole di Chargaff se le basi derivatizzate 
vengono considerate come equivalenti alle loro basi 
originarie. 

Sono analogamente derivatizzate molte basi nel- 
l’PRNA e, in particolare, nel tRNA (paragrafo 30.2). 


L’RNA ma non il DNA è suscettibile di idrolisi 
catalizzata dalle basi 


1227] L’RNA è altamente suscettibile all’idrolisi cata- 


lizzata dalle basi tramite il meccanismo di reazione 
schematizzato nella Fig. 28.2 che genera una miscela 
di nucleotidi 2’ e 3’. Per contro, il DNA, che è privo 
di gruppi 2’-OH, è resistente all’idrolisi catalizzata 
dalle basi ed è quindi chimicamente molto più stabi- 
le dell’RNA. 

Questa è molto probabilmente la ragione per cui il 
DNA anziché }’RNA si è evoluto come archivio gene- 
tico cellulare. 


SHE 
B, 3 Baer 
2 o<H j_ OH 
3 di PP O ee* 
..8 i re 
RNA 
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Nucleotide 2’,3'-ciclico 
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B B 


n n+l 


- o—t. | OH 


Nucleotide-2’ Nucleotide-3’ 


Figura 28.2 Il meccanismo dell'idrolisi dell'RNA catalizzata dalle ba- 
si. La deprotonazione indotta dalla base del gruppo 2'-OH facilita 
il suo attacco nucleofilico sull'atomo di fosforo adiacente tagliando 
quindi l’impalcatura dell'RNA. Il risultante gruppo 2’,3*-fosfato cicli- 
co successivamente si idrolizza a 2’ o 3‘-fosfato. Notate che l’idrolisi 
dell'RNA catalizzata dall'’RNasi segue una sequenza di reazioni pres- 
socché identica (paragrafo 14.1A). 
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2. LE STRUTTURE A DOPPIA ELICA 


Si dice spesso che la determinazione della strut- 
tura del DNA da parte di James Watson e Francis 
Crick, nel 1953, segna la nascita della moderna biolo- 
gia molecolare. La struttura secondo Watson e 
Crick del DNA è così importante perché, oltre a chia- 
rire la struttura di quella che è ragionevolmente la 
molecola centrale della vita, ha suggerito il meccani- 
smo molecolare dell’ereditarietà. L'impresa di Wat- 
son e Crick, che è classificata come uno dei maggiori 
successi intellettuali della scienza, ha unificato i non 
certo universalmente accettati risultati di parecchi stu- 
di diversi: 


1. Le regole di Chargaff. A quei tempi queste rela- 
zioni tra le basi sembravano alquanto oscure, poi- 
ché il loro significato non era evidente. Anche 
Chargaff, infatti, non le enfatizzò. 

2. Le corrette forme tautomeriche delle basi. Studi 
mediante raggi X, NMR e spettroscopia hanno sta- 
bilito fermamente che le basi degli acidi nucleici 
sono per la stragrande maggioranza nelle forme 
tautomeriche chetoniche mostrate nella Fig. 28.1. 
Nel 1953, però, questo fatto non era generalmen- 
te valutato. Si credeva, infatti, che guanina ed ura- 
cile fossero nella loro forma enolica (Fig. 28.3) per- 
ché si riteneva che la stabilità di risonanza di que- 
ste molecole aromatiche sarebbe così stata massi- 
ma. La conoscenza delle forme tautomeriche do- 
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Uracile (forma 
chetonica o lattamica) 


Uracile (forma 
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Figura 28.3 Alcune possibili conversioni tautomeriche di residui di 
uracile (a) e guanina (b). | residui di citosina e di adenina possono 
andare soggetti a simili spostamenti di protoni. 
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Figura 28.4 Una fotografia della diffrazione dei raggi X di una fibra 
di Na* DNA nella conformazione B orientata verticalmente. Questa 
è la fotografia che ha fornito l'informazione chiave per la delucida- 
zione della struttura secondo il modello di Watson e Crick. L'anda- 
mento centrale a forma di X delle macchie è indicativo di un'elica, 
mentre gli spessi archi scuri sopra e sotto lo schema di diffrazione 
corrispondono a una distanza di 3,4 A e indicano che la struttura 
del DNA si ripete ogni 3,4 À lungo l’asse della fibra. (Per gentile 
concessione di Maurice Wilkins, King's College, London.) 


minanti, che era un prerequisito per la predizio- 
ne delle corrette associazioni tramite legami idro- 
geno delle basi, è venuta da Jerry Donohue, un 
collega di Watson e Crick nonché esperto di strut- 
tura ai raggi X di piccole molecole organiche. 

3. L'informazione che il DNA è una molecola elicoi- 
dale. Questa è stata fornita da una fotografia fatta 
da Rosalind Franklin della diffrazione dei raggi 
X di una fibra di DNA (Fig. 28.4; il DNA essendo 
una molecola filamentosa non cristallizza, ma può 
essere estratta sotto forma di fibre consistenti di 
fasci paralleli di molecole; paragrafo 7.2). Una de- 
scrizione di questa fotografia ha messo in grado 
Crick, un cristallografo ai raggi X che aveva pre- 
cedentemente derivato le equazioni che descrivo- 
no la diffrazione da parte di molecole elicoidali, 
di dedurre che il DNA è (a) una molecola elicoi- 
dale e (b) che le sue basi aromatiche planari for- 
mano una colonna di anelli paralleli che è paralle- 
la all’asse della fibra. 


Questa sola informazione ha fornito i pochi e grosso- 
lani punti di riferimento che hanno guidato la com- 
prensione della struttura del DNA; essa è soprattutto 
nata dall’immaginazione di Watson e Crick nei loro 
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Tabella 28.1 Caratteristiche strutturali del DNA-A, -B e -Z ideale 


Vai B Z 
verso dell'elica Destrorso Destrorso Sinistrorso 
Diametro -26 À -20 À -18 À 
Coppie di basi 11 10 12 (6 dimeri) 
per giro dell'elica 

Torsione dell‘elica 33° 36° 60° (per dimero) 
per coppia di basi 

Passo dell'elica 28 À 34 À 45 À 
(innalzamento per 
giro) 

Innalzamento dell'elica 2,6 À 3,4 À 3,7 À 
per coppia di basi 

Inclinazione della base 20° 6° 7° 
normale all’asse 
dell'elica 

Scanalatura principale Stretta e profonda Larga e profonda Piatta 


Scanalatura secondaria Larga e poco profonda Stretta e profonda Stretta e profonda 
Ripiegamento C(3’')-endo C(2’)-endo C(2’)-endo per le pirimidine 

C(3)-endo per le purine 
Legame glicosidico Anti Anti 


studi di costruzione di modelli. Una volta che il mo- 
dello di Watson e Crick è stato pubblicato, però, la 
sua semplicità di fondo associata alla sua ovvia rile- 
vanza biologica lo hanno portato a una rapida accet- 
tazione. Studi successivi hanno confermato l’essen- 
ziale correttezza del modello di Watson e Crick an- 
che se i suoi dettagli sono stati modificati. 

Si sa ora che il DNA a doppia elica e l’RNA possono 
assumere parecchie strutture distinte che variano tan- 
to con fattori quali l'umidità e l’identità dei cationi 
presenti quanto con la sequenza di basi. In questo 
paragrafo descriveremo queste varie strutture. 


A. La struttura secondo Watson e Crick: 
il DNA-B 


Le fibre di DNA assumono la cosiddetta con- 
formazione B, come è indicato dai risultati della ana- 
lisi della diffrazione dei raggi X, quando il controio- 
ne è un metallo alcalino come Na* e l’umidità rela- 
tiva è del 92%. Il DNA-B è considerato la forma nati- 
va poiché il suo assetto ai raggi X assomiglia a quello 
del DNA delle teste intatte degli spermatozoi. 

La struttura del DNA-B secondo il modello di Wat- 


Anti per le pirimidine; syn per le purine 


son e Crick ha le seguenti caratteristiche principali 
(Tabella 28.1): 


1. Essa consiste di due filamenti polinucleotidici che 
si avvolgono intorno ad un asse comune con un 
andamento destrorso formando una doppia elica 
di —20 À di diametro (Fig. 28.5). I due filamenti 
sono antiparalleli (corrono in direzioni opposte) e 
si avvolgono l’uno intorno all’altro in modo da 
non poter essere separati senza svolgere l’elica (un 
fenomeno noto come avvolgimento plectone- 
mico). Le basi occupano la parte centrale dell’eli- 
ca mentre le sue catene di zucchero-fosfato sono 
avvolte alla sua periferia riducendo quindi al mi- 
nimo le repulsioni tra i gruppi fosfato carichi. 

2. I piani delle basi sono praticamente perpendicola- 

ri all’asse dell’elica. Ciascuna base è legata con le- 

gami idrogeno a una base sul filamento opposto 

formando una coppia di basi planare (Fig. 28.5). 

Sono queste interazioni di tipo legami idrogeno, 

un fenomeno noto come appaiamento delle basi 

complementari, che danno origine all’associazio- 
ne specifica delle due catene della doppia elica. 

L’elica «ideale» di DNA-B ha 10 coppie di basi (bp) 

per giro (una torsione dell’elica di 36° per bp) e, 


bal 


904 Capitolo 28 


Scanalatura 
secondaria 


Scanalatura 
principale 


Figura 28.5 La struttura del DNA-B rappresentata con un disegno a 
sfere e bastoncini ed i corrispondenti modelli spaziali generati al com- 
puter. L'elica ripetitiva è basata sulla struttura ai raggi X del dodeca- 
mero autocomplementare diICGCGAATTCGCG) determinata da Ri 
chard Dickerson e Horace Drew. (a) Vista perpendicolare all'asse del- 
l'elica. Nel disegno l’impalcatura di zucchero-fosfato, che si avvolge 
alla periferia della molecola, è blu, e le basi, che occupano la sua 
parte centrale, sono rosse. Nel modello spaziale gli atomi di C, N, 
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O e P sono rispettivamente bianchi, blu, rossi e verdi. Notate come 
le due catene di zuccheri-fosfati corrano in direzioni opposte. (b) (pa- 
gina a lato) Vista lungo l’asse dell'elica. Nel disegno, gli atomi di 
O dell'anello di ribosio sono rossi e la più vicina coppia di basi è 
bianca. Notate come l’asse dell'elica passi attraverso le coppie di ba- 
si, così che l'elica ha un nucleo solido. (Copyright © Irving Geis. 
Grafica al computer per gentile concessione di Robert Stodola, Fox 
Chase Cancer Center.) 
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continua Figura 28.5b 


poiché le basi aromatiche hanno uno spessore di 
van der Waals di 3,4 À e sono parzialmente inco- 
lonnate l’una sull’altra (incolonnamento di ba- 
si; Fig. 28.5b), l'elica ha un passo (innalzamento 
per giro) di 34 À. 


La caratteristica più notevole della struttura secondo 
Watson e Crick è che essa può accettare solo due tipi 
di coppie di basi: ciascun residuo di adenina si deve 
«ppaiare con un residuo di timina e viceversa e cia- 
scun residuo di guanina si deve appaiare con un resi- 
duo di citosina e viceversa. La geometria di queste 
coppie A - T e G - C, le cosiddette coppie di basi se- 
condo Watson e Crick, è illustrata nella Fig. 28.6. 


:Sì può notare che entrambe queste coppie di basi so- 


no interscambiabili nel senso che possono sostituirsi 
l'una con l’altra nella doppia elica senza alterare la 
posizione degli atomi C(1') dello scheletro di succheri- 
fosfati. Analogamente, la doppia elica non è alterata 


Figura 28.6 Le coppie di basi secondo il modelio di Watson e Crick. 
La linea che unisce gli atomi C(1°) ha la stessa lunghezza in entrambe 
le coppie di basi e produce gli stessi angoli con i legami glicosidici 
rispetto alle basi. Questo dà al DNA una serie di assi di pseudosim- 
metria (a cui spesso ci si riferisce come agli assi diadici) che passano 
per il centro di ciascuna coppia di basi (linea rossa) e sono perpendi- 
colari all'asse dell'elica. Notate che la coppia di basi A - T si associa 
tramite due legami idrogeno mentre la coppia G-C è unita da tre 
legami idrogeno. (Fonte: ARNOTT, S., Dover, S. D. e WONACOTT, A. |., 
Acta Cryst., B25, p. 2196 (1969).) 
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dallo scambio tra i componenti di una coppia secon- 
do Watson e Crick, cioè dalla sostituzione di G - C con 
C-Go di A-T con T- A. Per contro, qualunque altra 
combinazione di basi distorcerebbe significativamen- 
te la doppia elica poiché la formazione di una coppia 
di basi non rispondente allo schema di Watson e Crick 
richiederebbe un notevole riorientamento della cate- 
na di zuccheri-fosfati. 

Le due profonde scanalature che si trovano all’e- 
sterno, con andamento a spirale, del DNA-B, tra le 
catene di zuccheri-fosfati hanno dimensioni diverse 
(Fig. 28.50) perché: (1) il limite superiore di ciascuna 
coppia di basi, come è illustrato nella Fig. 28.6, è strut- 
turalmente distinto dal limite inferiore e (2) i residui 
di deossiribosio sono asimmetrici. La scanalatura se- 
condaria è quella in cui l'angolo C(1‘)-elica asse-C(1') 
è < 180° (aprendosi verso îl basso nella Fig. 28.6; l’asse 
dell’elica passa in mezzo a ciascuna coppia di basi 
nel DNA-B), mentre la scanalatura principale si 
apre verso il limite opposto di ciascuna coppia di ba- 
si (Fig. 28.6). 

La struttura di Watson e Crick può accettare una 
qualunque sequenza di basi su di un filamento poli- 
nucleotidico se il filamento opposto ha la sequenza 
di basi complementare. Questo rende immediatamen- 
te conto delle regole di Chargaff. E inoltre, ancora 
più importante, suggerisce che l'informazione eredi- 
taria sia codificata nella sequenza delle basi su uno 
dei due filamenti. 


In realtà il DNA devia dalla struttura ideale 
secondo Watson e Crick 


{1230] per la fine degli anni ‘70 i progressi nella chi- 
mica degli acidi nucleici hanno permesso la sintesi 
e la cristallizzazione di oligonucleotidi sempre più 
lunghi di sequenza definita (paragrafo 28.7). Di con- 
seguenza, quasi 25 anni dopo la formulazione della 
struttura secondo Watson e Crick, la struttura ai raggi 
x di cristalli di frammenti di DNA è stata chiara- 
mente visualizzata per la prima volta (gli studi di 
diffrazione sulle fibre danno solo immagini grosso- 
lane a bassa risoluzione in cui la densità elettronica 
di una coppia di basi è la densità elettronica media 
di tutte le coppie di basi della fibra). 

Richard Dickerson e Horace Drew hanno dimostrato 
che il dodecamero autocomplementare d(CGCGAA- 
TTCGCG) cristallizza nella conformazione B. La mo- 
lecola ha un innalzamento medio per residuo di 3,4 
A ed ha 10,1 bp per giro (una torsione dell'elica di 
35,69 per bp), che è quasi uguale a quello del DNA-B 
ideale. Ciò non di mena, dei residui individuali si al- 
lontanano significativamente da questa conformazio» 
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ne media in un modo che sembra essere dipendente 
dalla sequenza (Fig. 28.5). Per esempio, la torsione 
dell'elica per coppia di basi in questo dodecamero 
va da 28° a 42°. 
Ciascuna coppia di basi devia ulteriormente dalla sua 
conformazione ideale, ad opera di distorsioni quali 
la torsione ad elica (la rotazione opposta di basi ap- 
paiate intorno all’asse longitudinale della coppia di 
basi; nel dodecamero di cui sopra questi valori van- 
no da 10° a 20°) e la rotazione della coppia di basi 
(la rotazione di una coppia di basi come un’unità in- 
torno al suo asse longitudinale). 
Gli studi, in rapido aumento, mediante raggi X e 
NMR, infatti, di altri oligomeri di DNA a doppia eli- 
ca hanno ampiamente dimostrato che la struttura 
del DNA è sorprendentemente irregolare in modo 
sequenza-specifico. Questo fenomeno, come vedremo 
(paragrafi 29.3C e 29.3E) è importante per il legame 
sequenza-specifico al DNA di proteine che processano 
l’informazione genetica. ° 

Le strutture ai raggi X di numerosi segmenti di- 
versi di DNA-B dimostrano ulteriormente come la 
conformazione locale del DNA-B cambi con la sua 
sequenza di basi. Esempi particolarmente chiari di 


questo fenomeno si trovano in segn ati DNA-B 
contenenti una successione di numeros. cop, di basi 


AT. Queste coppie di basi esibiscono una vorsione 
ad elica (la rotazione in senso opposto delle basi di 


una coppia intorno all'asse maggiore della coppia stes-,. 


sa) così accentuata che il gruppo N(6)-H dell’adenina 
coinvolto secondo il modello di Watson e Crick nel 
legame idrogeno con O(4) della timina si lega simul- 
taneamente con legame idrogeno all'O(4) della timi- 
na di una coppia A - T adiacente generando un lega- 
me idrogeno biforcato (vedi il paragrafo 29.3C, per 
un esempio). 

Alcuni DNA presenti in natura contenenti segmenti 

ricchi di A -T spaziati in modo regolare assumono 
in soluzione una conformazione curva come è indi- 
cato dalla loro mobilità, bassa in modo abnorme, in 
elettroforesi su gel di poliacrilamide. Ciò non di me- 
no, le basi strutturali di questo fenomeno non si pos- 
sono determinare in modo immediato con l’analisi 
della struttura dei cristalli dato che, come indicano 
gli studi mediante raggi X, la curvatura complessiva 
assunta dal DNA-B sotto forma di cristalli può essere 
pesantemente influenzata dalle forze di compressio- 
ne del cristallo. 
Analogamente ancora oscuro è il significato biologi- 
co della curvatura del DNA-B anche se ci sono sem- 
pre maggiori evidenze che la flessibilità del DNA di- 
pendente dalla sua sequenza contribuisce in modo 
significativo alla specificità di sequenza delle protei- 
ne che legano il DNA. 
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Il DNA si replica in modo semiconservativo 


1231] La struttura di Watson e Crick suggerisce an- 
che come il DNA possa dirigere la propria replica- 
zione. Ciascun filamento polinucleotidico può funzio- 
nare come stampo per la formazione del filamento 
complementare a se stesso tramite interazioni del ti- 
po appaiamento di basi. I due filamenti della moleco- 
la originale genitrice devono quindi separarsi in mo- 
do che le eliche figlie complementari possano essere 
sintetizzate enzimaticamente sulla superficie di cia- 
scun filamento originale. Questo dà origine a due mo- 
lecole di DNA duplex (a doppia elica), ciascuna for- 
mata da un filamento polinucleotidico derivato dalla 
molecola originale genitrice e dal filamento comple- 
mentare di nuova sintesi (Fig. 1.16). Un tale sistema 
di replicazione è chiamato semiconservativo, in con- 
trasto con la replicazione conservativa che, se av- 
venisse, darebbe origine ad un DNA duplex di nuo- 
va sintesi copia della molecola originale di DNA, con 
la molecola di DNA genitrice che rimarrebbe intat- 
ta. Il meccanismo della replicazione del DNA è il sog- 
getto principale del Capitolo 31. 

La natura semiconservativa della replicazione del 
DNA è stata elegantemente dimostrata, nel 1958, da 
Matthew Meselson e Franklin Stahl. La densità del 
DNA veniva aumentata tramite marcatura con !N, 
un isotopo pesante dell’azoto (l’isotopo naturalmente 
più abbondante è '*N). Ciò veniva ottenuto crescen- 
do degli E. coli per 14 generazioni in un terreno che 
contenesse !5NH;Cl come unica fonte di azoto. I bat- 
teri marcati erano quindi bruscamente trasferiti in 
un terreno contenente !*N e la densità del loro DNA 
veniva registrata come una funzione della crescita 
batterica mediante ultracentrifugazione all'equilibrio 
in gradiente di densità (paragrafo 5.58; una tecnica 
sviluppata da Meselson, Sthal e Jerome Vinograd allo 
scopo di distinguere DNA marcato con !N da DNA 
non marcato). 

I risultati dell'esperimento di Meselson e Stahl so- 
no illustrati nella Fig. 28.7. Dopo una generazione 
(il raddoppiamento della popolazione cellulare), tut- 
to il DNA aveva una densità esattamente a metà tra 
le densità del DNA interamente marcato con !5N e 
quella del DNA non marcato. Questo DNA doveva 
quindi contenere una quantità uguale di !*N e di !5N 
come ci si aspettava dopo una generazione di repli- 
cazione semiconservativa. La replicazione conserva- 
tiva del DNA, per contro, sarebbe dovuta risultare 
nella conservazione del DNA originale, che avrebbe 
dovuto mantenere quindi la sua densità originale, e 
nella generazione di una uguale quantità di DNA non 
marcato. Dopo due generazioni la metà delle mole- 
cole di DNA risultavano non marcate mentre l’altra 


metà erano ibridi !**N-!55N. Anche questo era in ac- 
cordo con le predizioni del modello di replicazione 
semiconservativa e in disaccordo con il modello di 
replicazione conservativa. Nelle generazioni succes- 
sive, la quantità di DNA non marcato aumentava re- 
lativamente alla quantità di DNA ibrido anche se gli 
ibridi non scomparivano mai completamente. Anche 
questo era in armonia con la replicazione semicon- 
servativa e in contrasto con la replicazione conserva- 
tiva, che predice la presenza continua di DNA origi- 
nale interamente marcato e la totale assenza di DNA 
ibrido. 

Meselson e Stahl hanno anche dimostrato che il 
DNA è a doppia elica. Il DNA derivato da E. coli mar- 
cati con !5N e cresciuti per una generazione in ter- 
reno contenente !*N fu denaturato a 100 °C (il che 
determina la separazione dei filamenti; paragrafo 
28.3A) e quindi sottoposto a ultracentrifugazione su 
gradiente di densità. Furono osservate due bande: 
una corrispondente alla densità del DNA interamen- 
te marcato da !5N e un’altra alla densità del DNA 
non marcato. La massa molecolare inoltre del DNA 
di queste bande, stimata dalla forma dei loro picchi. 
era la metà di quella del DNA non denaturato (la 
larghezza del picco varia con il variare della massa 
molecolare). Il DNA nativo doveva quindi essere com- 
posto da due filamenti di uguali dimensioni che si 
erano separati in seguito a denaturazione. 


B. Altre eliche di acido nucleico 


1232] Il DNA a doppia elica è variabile dal punto di 
vista conformazionale. Nei paragrafi seguenti di 
scuteremo delle principali conformazioni oltre al 
DNA-B e anche di quelle dell'RNA a doppia elica. 


Le coppie di basi del DNA-A sono inclinate 
rispetto all’asse dell’elica 


233] Quando l'umidità relativa è ridotta al 75%, il 
DNA va incontro a una modificazione conformazio- 
nale reversibile, la cosiddetta forma A. Analisi ai rag- 
gi X delle fibre indicano che il DVA-A forma un'elica 
destrorsa più larga e più piatta di quella del DNA-B 
(Fig. 28.8; Tabella 28.1). Il DNA-A ha 11 bp per giro 
e un passo di 28 A che forma nel DNA-A un buco 
assiale (Fig. 28.8b). La caratteristica più notevole del 
DNA-A, tuttavia, è che i piani delle sue coppie di 
basi sono inclinati di 20° rispetto all’asse dell'elica. 
Il DNA-A quindi ha una scanalatura principale pro- 
fonda e una scanalatura secondaria molto poco pro- 
fonda: esso può essere descritto come un nastro piat- 


908 Capitolo 28 


LEE H OCRA 8100 GS UE 


Densità — _____—»— 


il, 


Densità 


14N 
DNA 


© 88-08-10538-5 


— > Generazioni 
tl 
| o —_———— %, 15N DNA (pesante) 
| ZA 
0,3 
0,7 
1,0 —__—t_>—r È + È, DNA ibrido 
1,1 
1,5 
(VA (a 
CA IS 57 & 
4 € 
1,9 — ZA De 2 14N DNA (leggero) 
i E 
2,5 
? 
3,0 = EI Q 19 
4 + ?. 
4,1 | 
L to 
O e 1,9 _ ì È) 
mescolate "È 2 # D 
0e 4,1 
mescolate 
15N 
DNA 
DNA 
ibrido 


1234; 


La struttura e la manipolazione degli acidi nucleici 


909 


7 88-08-10538-5 


Figura 28.7 La dimostrazione della natura semiconservativa della re- 
plicazione del DNA in £. colî. Il DNA in una soluzione di CsCI di 
densità 1,71 g- cm”? viene sottoposto ad ultracentrifugazione all’e- 
quilibrio in gradiente di densità a 140 000 g in una ultracentrifuga 
analitica (un dispositivo in cui il campione che gira può essere osser- 
vato otticamente). L'enorme accelerazione centrifuga induce la for- 
mazione da parte di CsCl di un gradiente di densità in cui il DNA 
migra in corrispondenza della sua densità di galleggiamento. | pan- 
nelli a sinistra sono fotografie dell’assorbimento degli UV delle celle 
dell'ultracentrifuga (il DNA assorbe fortemente la luce UV) e sono 
arrangiati in modo che le regioni di uguale densità abbiano la stessa 
posizione in orizzontale. | pannelli in mezzo sono tracce microdensi- 
tometriche delle fotografie corrispondenti in cui lo spostamento verti- 
cale è proporzionale alla concentrazione del DNA. La densità di gal- 
leggiamento del DNA aumenta con il suo contenuto di 15N. Le ban- 
de più lontane verso destra (raggio e densità maggiori) derivano dal 
DNA che è interamente marcato con !5N, mentre il DNA non mar- 
cato, che è 0,014 g-cm73 meno denso, forma le bande più a sini- 
stra. Le bande nella posizione intermedia derivano dal DNA duplex 
in cui un filamento è marcato con !5N e l’altro filamento non lo 
è. | disegni interpretativi associati (a destra) indicano i numeri relativi 
dei filamenti di DNA donati in ciascuna generazione dalle molecole 
genitrici originali (b/u, marcati con 15N) e sintetizzati da generazioni 
successive (rosso, non marcati). (Fonte: MESsELSON, M. e STAHL, F. W., 
Proc. Natl. Acad. Sci., 44, P. 674, 1958.) 


Ali 


to avvolto intorno ad un buco cilindrico di 6 À di 
diametro. La maggior parte degli oligonucleotidi au- 
tocomplementari con meno di 10 paia di basi, per 
esempio d(GGCCGGCC) e d(GGTATACO), cristallizza- 
no nella conformazione del DNA-A. Come il DNA-B, 
queste molecole mostrano una notevole variazione 
conformazionale sequenza-specifica. Non è stato di- 
mostrato che il DNA-A esista în vivo anche se alcune 
osservazioni sperimentali suggeriscono che certi seg- 
menti di DNA assumano normalmente la conforma- 
zione A. 

I batteri gram-positivi che vanno incontro a sporu- 
lazione contengono una notevole proporzione (20%) 
di piccole proteine della spora solubili in acido 
(SAPS). Alcune di queste SAPS determinano l’assun- 
zione da parte del DNA-B della conformazione A, 
per lo meno in vitro. Il DNA delle spore batteriche 
mostra una resistenza al danno causato da UV che 
è abolita nei mutanti privi di queste SAPS. Questo 
avviene, molto probabilmente, grazie al fatto che il 
cambiamento conformazionale B — A inibisce la 
formazione dei dimeri di timina indotta dagli UV 
(paragrafo 31.5A) aumentando la distanza tra resi- 
dui di timina successivi. 


Il DNA-Z forma un’elica sinistrorsa 


1234] Occasionalmente un sistema apparentemente 
ben noto o per lo meno familiare mostra caratteristi- 
che inaspettate. Oltre 25 anni dopo la scoperta della 


struttura secondo Watson e Crick, la determinazio- 
ne della struttura di un cristallo di d(CGCGCG) ad 
opera di Andrew Wang e di Alexander Rich ha ri- 
velato, a sorpresa, una doppia elica sinistrorsa (Fig. 
28.9; Tabella 28.1). Un’elica simile è formata da 
d(CGCATGCG). Questa elica, che è stata denominata 
DNA-Z, ha 12 coppie di basi in accordo con l’appaia- 
mento secondo Watson e Crick per giro, un passo di 
45 À e, contrariamente al DNA-A, una scanalatura 
secondaria profonda e una scanalatura principale non 
distinguibile. I DNA-Z assomiglia quindi come aspetto 
a una punta di trapano sinistrorsa. Le coppie di basi 
nel DNA-Z sono girate di 180° rispetto a quelle del 
DNA-B (Fig. 28.10) attraverso cambiamenti confor- 
mazionali discussi nel paragrafo 28.3B. Come conse- 
guenza, l’unità ripetitiva del DNA-Z è un dinucleoti- 
de, d(XpYp), invece che un singolo nucleotide come 
nelle altre eliche di DNA. In questo caso, X è di solito 
un residuo di pirimidina e Y è di solito un residuo 
di purina poiché la purina assume una conformazio- 
ne che non sarebbe stericamente favorevole nella pi- 
rimidina. La linea che unisce gruppi fosfato successi- 
vi su di un filamento polinucleotidico di DNA-Z pro- 
cede quindi a zig zag intorno all’elica (Fig. 28.9a; da 
ciò il nome DNA-Z) invece che seguendo una curva 
dolce come nei DNA-A e -B (Figg. 28.5a e 28.80). 

Studi condotti sulla fibra di DNA mediante diffra- 
zione e NMR hanno mostrato che dei polinucleotidi 
complementari formati da purine e pirimidine alter- 
nate, come poli d(GC)- poli d(GC) o poli d(AC) - poli 
A(GT), assumono la conformazione del DNA-Z ad al- 
te concentrazioni saline. 

Evidentemente, la conformazione del DNA-Z viene 
assunta più facilmente da segmenti di DNA con se- 
quenze di basi puriniche e pirimidiniche alternate (per 
ragioni strutturali spiegate nel paragrafo 28.3B). Una 
alta concentrazione di sali stabilizza il DNA-Z rispet- 
to al DNA-B riducendo le repulsioni elettrostatiche, 
altrimenti aumentate, tra i gruppi fosfato su filamenti 
opposti, che sono più vicini (8 À nel DNA-Z contro 
12 À nel DNA-B). Anche la metilazione in corrispon- 
denza di C(5) dei residui di citosina, una modificazio- 
ne biologica comune (paragrafo 31.7), promuove la 
formazione di DNA-Z dato che un gruppo metilico 
idrofobico in questa posizione è meno esposto al sol- 
vente nel DNA-Z che nel DNA-B. 

Ma il DNA-Z ha un significato biologico? Rich ha 
proposto che la conversione reversibile di segmenti 
specifici di DNA-B a DNA-Z in circostanze appropria- 
te funzioni come una sorta di interruttore nella re- 
golazione dell’espressione genetica. L'esistenza in vi- 
vo, però, del DNA-Z si è dimostrata difficile da pro- 
vare. Uno dei problemi principali è dimostrare che 
una particolare sonda usata per distinguere il DNA-Z, 
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Figura 28.8 Disegni a sfere e bastoncini e corrispondenti modelli spa- 
ziali di DNA-A visto (a) perpendicolarmente all'asse dell'elica e (6) 
(pagina a fronte) lungo l’asse dell'elica. Il codice dei colori è dato 
nella Fig. 28.5. L'elica ripetitiva è stata generata da Richard Dicker- 
son basandosi sulla struttura ai raggi X dell’ottamero autocomplemen- 
tare dIGGTATACC) determinata da Olga Kennard, Dov Rabinovitch, 
Zippora Shakked e Mysore Viswamitra. Notate come le' coppie di 
basi siano inclinate rispetto all'asse dell'elica e come l'elica abbia 
un nucleo centrale vuoto. Confrontate questa figura con la Fig. 28.5. 
(Copyright © Irving Geis. Grafica al computer per gentile concessio- 
ne di Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center.) 


per esempio un anticorpo specitico anti DNA-Z, non 
sia essa stessa la causa che determina l'assunzione 
della forma Z da parte di quello che altrimenti sa- 
rebbe un DNA-B — una sorta di principio di indeter- 
minazione biologico (l'atto di misurare inevitabilmen- 
te disturba il sistema che deve essere misurato). Re- 
centemente, tuttavia, la presenza di DNA-Z è stata 
dimostrata in E. coli utilizzando un enzima di £. coli 
che in vitro metila una sequenza specifica di basi 
quando il DNA è nella forma B ma non quando è 
nella forma Z. La metilazione in vivo di questa se- 
quenza di basi è inibita quando essa viene clonata 
(utilizzando tecniche discusse nel paragrafo 28.8) in 
E. coli all’interno o nei pressi di un segmento di DNA 
che possa assumere la conformazione di DNA-Z. Inol- 
tre, c'è un equilibrio tra le forme B e Z in vivo di 
questi DNA che si ritiene sia influenzato da fattori 
ambientali come la concentrazione salina e il legame 
con proteine. Cionondimeno, la funzione biologica 
del DNA-Z, se mai ne ha una, rimane ignota. 


Gli ibridi RNA-11 e RNA-DNA 
hanno una conformazione simile al DNA-A 


1235] L’RNA a doppia elica è incapace di assumere 
una conformazione simile a quella del DNA-B a cau- 
sa di impedimenti sterici che interessano i suoi gruppi 
2’-OH. Esso, invece, di solito assume una conforma- 
zione che assomiglia al DNA-A (Fig. 28.8) nota come 
RNA-A o RNA-11, che ha 11 bp per giro dell’elica, 
un passo di 30 À e le coppie di basi inclinate rispetto 
all'asse dell’elica di — 14°. Molti RNA di trasferimen- 
to, per esempio, e RNA ribosomiali (le cui strutture 
sono descritte in dettaglio nei paragrafi 30.2A e 
30.3A), contengono sequenze complementari che ge- 
nerano steli a doppia elica. Anche le doppie eliche 
ibride, che consistono di un filamento di RNA e uno 
di DNA, hanno una conformazione simile al DNA- 
A. Piccoli segmenti di eliche ibride RNA - DNA de- 
vono essere presenti sia nella trascrizione dell'RNA 
da uno stampo di DNA (paragrafo 29.2D) che nel- 
l'avviamento della replicazione del DNA da parte di 
piccoli segmenti di RNA (paragrafo 31.1D). 


" 


C. Le dimensioni del DNA 


[1236] Le molecole di DNA sono di solito enormi (Fig. 
28.11). La massa molecolare del DNA è stata deter- 
minata mediante numerose tecniche compresi meto- 
di idrodinamici (paragrafo 5.5), misurazioni di lun- 


912 Capitolo 28 


"__Scanalatura 
principale 


Figura 28.9 Disegni a sfere e bastoncini e i corrispondenti modelli 
spaziali del DNA-Z visto {a) perpendicolarmente all'asse dell'elica e 
{b) (pagina a fronte) lungo l’asse dell'elica. Il codice dei colori è dato 
nella Fig. 28.5. L'elica ripetitiva è stata generata da Richard Dicker- 
son basandosi sulla struttura ai raggi X dell’esamero autocomplemen- 
tare d(CGCGCG) determinata da Andrew Wang e Alexander Rich. 
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Notate che l'elica è sinistrorsa e che le catene di zuccheri-fosfati se- 
guono un andamento a zig zag (residui di ribosio alternati giacciono 
a raggi diversi nella Parte b) indicando che il motivo ripetuto del 
DNA-Z è un dinucleotide. Paragonate questa figura con le Fig. 28.5 
e 28.8. (Copyright © Irving Geis. Grafica al computer per gentile 
concessione di Robert Stodola, Fox Chase Cancer Center.) 
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Figura 28.10 La conversione del DNA-B in DNA-Z, qui rappresentata 
da un segmento di 4 bp, coinvolge una rotazione di 180° di ciascuna 
coppia di basi (frecce ricurve) relativamente alle catene di zuccheri- 
fosfati. Qui le diverse facce delle coppie di basi sono colorate in 
fosso e in verde. (Fonte: RicH, A., NORDHEIM, A. e WANG, A. H.)., 
Annu. Rev. Biochem., 53, p. 799, 1984.) 
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Figura 28.11 Fotografia al microscopio elettronico di un batteriofago 
T2 che è stato osmoticamente lisato in acqua distillata in modo da 
far fuoriuscire il suo DNA. Senza trattamenti speciali il DNA duplex, 
che ha un diametro di soli 20 A, è difficile da vedere al microscopio 
elettronico. Nella procedura di Kleinschmidt il DNA viene portato 
a -—200 À di diametro coprendolo con citocromo c denaturato 0 
con qualche altra proteina basica. La preparazione è resa visibile al 
microscopio elettronico oscurandola con platino. (Fonte: KLEINSCHMIDT, 
A. K., Lanc, D., JAcHERTS, D. e ZAHN, R. K., Biochim. Biophys. Acta, 
61, p. 861, 1962)) 
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Tabella 28.2 Dimensioni di alcune molecole di DNA 


Organismo Numero di coppie Lunghezza 
di basi (kb)* totale (um) 
Virus 
Polioma, SV40 5,1 1,7 
Batteriofago X 48,6 17 
Batteriofagi T2, T4 166 55 
e T6 
Varicella 280 193 
Batteri 
Mycoplasma hominis 760 260 
Escherichia coli 4000 1360 
Eucarioti 
Lievito (in 17 
cromosomi aploidi) 13 500 4600 
Drosophila (in 4 
cromosomi aploidi) 165 000 56 000 
Uomo (in 23 
cromosomi aploidi) 2900 000 990 000 
Pesci polmonati** (in 
19 cromosomi aploidi) 102 000 000 34 700 000 


* kb=kilo-coppie di basi=1 000 coppie di basi (bp) 
** Gruppo di pesci arcaici di acqua dolce che respirano aria. 


Fonte: Kornsera, A., DNA Replication, p. 20, Freeman, 1980. 


ghezza mediante microscopia elettronica e autoradio- 
grafie (Fig. 28.12; una coppia di basi di Na* DNA-B 
ha una massa molecolare media di 660 D ed una lun- 
ghezza (spessore) di 3,4 À). Il numero di coppie di 
basi e le lunghezze complessive (la lunghezza 
estremità-estremità delle molecole native distese) dei 
DNA di una serie di organismi di crescente comples- 
sità sono elencate nella Tabella 28.2. Non sorpren- 
dentemente, la quantità di DNA aploide di un orga- 
nismo varia più o meno con la sua complessità (an- 
che se ci sono notevoli eccezioni a questa generaliz- 
zazione come l’ultima voce della Tabella 28.2). 

La visualizzazione del DNA derivato dai procarioti 
ha dimostrato che il loro intero genoma (la loro do- 
tazione di informazioni genetiche) è contenuto in un 
singolo tratto di DNA, di solito circolare. Bruno Zimm 
ha analogamente dimostrato che anche il più grosso 
cromosoma del moscerino della frutta Drosophila me- 
lanogaster contiene una singola molecola di DNA pa- 
ragonando la massa molecolare di questo DNA con 
la quantità di DNA contenuto nel cromosoma misu- 
rata citologicamente. Presumibilmente anche gli al- 
tri cromosomi degli eucarioti contengono solo mole- 
cole singole di DNA. 

La forma estremamente allungata del DNA duplex 


RSTRETIO 
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Figura 28.12 Autoradiografia del DNA di Drosophila melanogaster. 
Lisati di cellule di D. melanogaster coltivati con [H]timidina sono 
stati stesi su un vetrino e coperti con un’emulsione fotografica che 
è stata sviluppata dopo un'esposizione di 5 mesi. La lunghezza totale 
misurata del DNA è di 1,2 cm. (Fonte: KavenOFF, R., KLoTz, L. C. 
e Zimm, B. H., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 38, p. 4, 
1973. Copyright © 1973 Cold Spring Harbor Laboratory.) 


(ricordate che il DNA-B ha un diametro di soli 20 
À), insieme alla sua rigidezza, lo rende estremamen- 
te suscettibile al danno meccanico all’esterno dell’am- 
biente protettivo della cellula (per esempio, se il DNA 
di Drosophila della Fig. 28.12 fosse espanso di un fat- 
tore 500 000 avrebbe la forma e alcune delle proprie- 
tà meccaniche di uno spaghetto crudo di 6 km). Le 
forze idrodinamiche generate da manipolazioni di 
laboratorio così comuni come mescolare, agitare e 
pipettare rompono il DNA in pezzi relativamente pic- 
coli così che l’isolamento di una molecola intatta di 
DNA richiede una manipolazione estremamente cau- 
ta. Prima del 1960, quando questo fatto si realizzò 
per la prima volta, la massa molecolare del DNA mi- 
surata non risultava superiore ai 10 milioni di D. 

Frammenti di DNA di massa molecolare uniforme 
e lunghi poche centinaia di coppie di basi possono 
essere generati mediante degradazione meccani- 
ca del DNA in condizioni controllate; pipettando, per 
esempio, utilizzando un omogeneizzatore o per so- 
nicazione (esponendo, cioè, a onde sonore ad alta 


x frequenza). 


3. LE FORZE CHE STABILIZZANO 
LA STRUTTURA DEGLI ACIDI NUCLEICI 


Il DNA non mostra la complessità strutturale 
delle proteine perché ha solo un repertorio limitato 
di strutture secondarie e non ha strutture terziarie 
o quaternarie paragonabili. Una cosa del genere è 
forse prevedibile dato che c'è una gamma molto mag- 
giore di proprietà chimiche e fisiche tra i 20 residui 
amminoacidici delle proteine di quanto ci sia tra le 
quattro basi del DNA. Come discuteremo nei para 
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grafi 30.2B e 30.3A, però, molti RNA hanno struttu- 
re terziarie ben definite. 

In questo paragrafo prenderemo in esame le forze 
che generano le strutture degli acidi nucleici. Queste 
forze sono, naturalmente, le stesse che sono respon- 
sabili della struttura delle proteine (paragrafo 7.4) ma, 
come vedremo, il modo in cui esse si combinano dà 
agli acidi nucleici proprietà che sono molto diverse 
da quelle delle proteine. 


A. Denaturazione e rinaturazione 


(1238) Quando una soluzione di DNA duplex viene scal- 
data oltre una temperatura caratteristica, la sua 
struttura nativa collassa e i suoi due filamenti com- 
plementari si separano e assumono la conformazio- 
ne dell’avvolgimento casuale (Fig. 28.13). Questo pro- 
cesso di denaturazione è accompagnato da cambia- 
menti qualitativi nelle proprietà fisiche del DNA. Per 
esempio, la viscosità caratteristicamente alta delle so- 
luzioni di DNA nativo, che deriva dalla resistenza 
alla deformazione delle sue molecole di DNA duplex 
rigido e a bastoncino, diminuisce drasticamente quan- 
do il DNA si scompone nei filamenti singoli associati 
in modo relativamente libero. 


Denaturato 
(avvolgimento casuale) 
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_—— Denaturato (82 °C) 
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Figura 28.14 Lo spettro di assorbimento agli UV di DNA di £. colì 
nativo e denaturato. Notate come la denaturazione non cambi la for- 
ma complessiva della curva di assorbimento ma aumenti solo la sua 
intensità. (Fonte: VOET, D., GRATZER, W. B., Cox, R. A. e Dov, P., 
Biopolymers, 1, p. 205, 1963.) 


La denaturazione del DNA 
è un processo cooperativo 


[1239] Il modo più conveniente di registrare lo stato 
nativo del DNA è tramite il suo spettro di assorbi- 
mento alla luce ultravioletta (UV). Quando il DNA 
si denatura, il suo assorbimento agli UV, che è quasi 
interamente dovuto alle sue basi aromatiche, aumenta 
di — 40% a tutte le lunghezze d’onda (Fig. 28.14). Que- 
sto fenomeno, che è noto come effetto ipercromico 
(dal greco: hyper, oltre e chroma, colore) deriva dal- 
l'alterazione delle interazioni elettroniche tra basi vi- 
cine. Lo spostamento ipercromico del DNA, registra- 
to a una particolare lunghezza d’onda (di solito 260 
nm), avviene ad una stretta gamma di temperature 
(Fig. 28.15). Questo indica che la denaturazione del 
DNA è un fenomeno cooperativo in cui il collasso 
di una parte della struttura destabilizza il resto. La 
denaturazione del DNA può essere descritta come 
la fusione di un solido monodimensionale così che 
ci si riferisce alla Fig. 28.15 come alla curva di fu- 
sione e la temperatura nel suo punto medio è nota 
come temperatura di fusione, Tn. 

La stabilità della doppia elica di DNA, e quindi la 
sua Tm, dipende da parecchi fattori compresa la na- 
tura del solvente, l’identità e la concentrazione degli 
ioni in soluzione e il pH. T, aumenta anche in mo- 
do lineare con la frazione molare di coppie G + C (Fig. 


916 Capitolo 28 


100 
0,15M NaCl+ 
0,015M Na citrato 
807 
8 60° sa 
ra) dee 
E Son 
©) .° 
na ai 
o 4007 a $ 
20 | 


Figura 28.15 Un esempio della curva di fusione del DNA. L'assorbi- 
mento relativo è il rapporto dell’assorbimento (di solito misurato a 
260 nm) alle temperature indicate con quello a 25 °C. La temperatu- 
ra di fusione, Tm, è la temperatura a cui si raggiunge la metà dell’in- 
cremento massimo dell'assorbimento. 
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28.16), il che indica che le coppie G-C unite da un 
triplo legame idrogeno sono più stabili delle coppie 
A-T unite da un doppio legame idrogeno. 


Il DNA denaturato può essere rinaturato 


Se una soluzione di DNA denaturato viene ra- 
pidamente raffreddata sotto la sua Tm, il DNA risul. 
terà appaiato solo parzialmente (Fig. 28.17) poiché 
i filamenti complementari non avranno tempo suffi- 
ciente per trovarsi l’uno con l’altro prima che le strut- 
ture parzialmente appaiate diventino effettivamente 
«congelate». Se però la temperatura viene mantenuta 
-25 °C sotto Tm, ci sarà disponibile abbastanza 
energia termica perché corte regioni di basi appaiate 
si riarrangino aprendosi e riformandosi ma non ce 
ne sarà abbastanza per aprire lunghi tratti comple- 
mentari. In queste condizioni di riassociazione 
(annealing), come ha scoperto nel 1960 Julius Mar- 
mur, il DNA denaturato alla fine si rinatura comple- 
tamente. Analogamente, filamenti complementari di 
RNA e DNA con un processo chiamato ibridizza- 
zione formano doppie eliche ibride di RNA-DNA che 
sono solo leggermente meno stabili delle corrispon- 
denti doppie eliche di DNA. 
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B. Le conformazioni 
della catena di zuccheri-fosfati 


241] La conformazione di un’unità nucleotidica, co- 
me indica la Fig. 28.18, è specificata dai sei angoli 
di torsione dello scheletro di zuccheri-fosfati e dal- 
l'angolo di torsione che descrive l’orientamento del- 
la base intorno al legame glicosidico (il legame che 
unisce C(1’) alla base). Potrebbe sembrare che questi 
sette gradi di libertà per nucleotide possano rendere 
i polinucleotidi altamente flessibili. Come vedremo, 
però, questi angoli di torsione sono soggetti ad una 
varietà di limitazioni interne che restringono enor- 
memente la loro libertà di conformazione. 


X 
Unità 
nucleotidica 
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Gli angoli di torsione intorno 
ai legami glicosidici 
hanno una o due posizioni stabili 


La rotazione di una base intorno al suo legame 
glicosidico è enormemente ostacolata, come si vede 
bene mediante la manipolazione di un modello spa- 
ziale della molecola. I residui di purine hanno due 
orientamenti stericamente permessi relativamente al- 
lo zucchero noti come le conformazioni syn (dal gre- 
co: con) e anti (dal greco: contro) (Fig. 28.19). Per 
le pirimidine, si forma facilmente solo la conforma- 
zione anti perché nella conformazione syn il residuo 
di zucchero interferisce stericamente con il sostituente 
C(2) della pirimidina. Nella maggior parte degli acidi 
nucleici a doppia elica tutte le basi sono nella confor- 
mazione anti. L’eccezione è il DNA-Z (paragrafo 
28.2B), in cui i residui alternati di pirimidine e puri- 
ne sono rispettivamente anti e syn. Questo spiega l’al- 
ternanza pirimidine-purine del DNA-Z. Le rotazioni 
delle coppie di basi, infatti, che convertono il DNA-B 
in DNA-Z (Fig. 28.10) sono generate ruotando ciascu- 
na base purinica intorno al suo legame glicosidico 
dalla conformazione anti alla conformazione syn, 
mentre gli zuccheri ruotano nei nucleotidi pirimidi- 
nici mantenendo quindi la loro conformazione anti. 


Il ripiegamento dell’anello di ribosio 
è limitato solo a pochi 
dei suoi possibili arrangiamenti 


L’anello di ribosio ha un certo grado di flessibi- 
lità che influenza significativamente la conformazio- 
ne dello scheletro di zucchero-fosfato. Gli angoli al 
vertice di un pentagono regolare sono di 108°, un 
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A di 


DNA in funzione del loro contenuto di G + C. 1 DNA sono stati sciolti 
in una soluzione contenente 0,15m NaCl e 0,015m Na citrato. (Fon- 
te: MARMUR, ). e Dov, P., /. Mol. Biol., 5, p. 113, 1962.) 


perfettamente appaiata assunta dal DNA che è stato denaturato al 
calore e quindi rapidamente raffreddato. Notate come possa verificar- 
si l'aggregazione sia intramolecolare che intermolecolare. 


syn adenosina anti adenosina anti citidina 
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Figura 28.16 La variazione delle temperature di fusione, Tm, di vari Figura 28.17 Una rappresentazione schematica della struttura non 
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Figura 28.20 | sostituenti di (a) un anello planare di ribosio [qui visto 
dal legame C(3°)-C(4’)] sono tutti nascosti. La tensione sterica risultan- 
te è parzialmente alleviata dalla ripiegatura dell'anello come in (b), 
una conformazione a mezza sedia in cui C(3)) è l'atomo fuori dal piano. 


anche tra gli atomi di idrogeno, l’anello si piega; 
diventa cioè leggermente non planare in modo da 
riorientare i sostituenti dell’anello (Fig. 28.20; questo 
si osserva facilmente mediante manipolazione di un 
modello molecolare a scheletro). 

Ci si aspetterebbe, in generale, che solo tre dei cin- 
que atomi di un anello di ribosio fossero coplanari 
dato che sono tre i punti che definiscono un piano. 
Cionondimeno, nella grande maggioranza delle > 50 
strutture di cristalli di nucleosidi e nucleotidi che so- 
no state descritte, quattro degli atomi dell’anello ri- 
sultano coplanari oscillando entro pochi centesimi di 
A mentre il restante atomo è fuori da questo piano 
di parecchi decimi di A (la conformazione a mezza 
sedia). Se l'atomo fuori dal piano è spostato dallo stes- 
so lato dell'anello rispetto all’atomo C(5‘) si dice che 
ha la conformazione endo (dal greco: endon, den- 
tro), mentre se è spostato dal lato opposto dell’anello 
rispetto a C(5‘) ha la conformazione eso (dal greco: 
exo, fuori da). Nella maggior parte delle strutture 
note di nucleosidi e nucleotidi l'atomo fuori dal pia- 
no è 0 C(2‘) 0 C(3/) (Fig. 28.21). C(2‘)endo è il ripie- 
gamento del ribosio che si trova più di frequente, 
assieme anche a C(3‘)-endo e -eso. Altre conforma- 
zioni del ribosio sono rare. 
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Il ripiegamento del ribosio è importante dal punto 
di vista conformazionale negli acidi nucleici perché 
governa gli orientamenti relativi dei sostituenti di fo- 
sfato per ciascun residuo di ribosio. È difficile, per 
esempio, costruire un modello di un acido nucleico 
a doppia elica a meno che gli zuccheri siano 0 C(2') 
endo o C(3’)-endo. Il DNA-B, infatti, ha la conforma- 
zione C(2')-endo mentre il DNA-A e LPRNA-11 sono 
C(3')-endo. Nel DNA-Z i nucleotidi purinici sono tut- 
ti C(3‘)-endo e i nucleotidi pirimidinici sono C(2°)endo, 
il che rappresenta un’altra ragione per cui l’unità ri- 
petuta del DNA-Z è un dinucleotide. Notate che le 
ripiegature più comuni dello zucchero di nucleosidi 
e nucleotidi indipendenti, cioè di molecole che sono 
soggette a poche delle limitazioni conformazionali 
delle doppie eliche, sono le stesse che si trovano nel- 
le doppie eliche. 


Lo scheletro di zucchero-fosfato subisce 
limitazioni nella sua conformazione 


1244) Se gli angoli di torsione della catena di zucchero- 


(b) 


C7-endo 


Figura 28.21 nucleotidi nella conformazione (a) C(3’)-endo (sullo stesso 
lato dell'anello di C(5), e (b) C(2’)-endo che si trovano rispettiva 
mente nel DNA-A e nel DNA-B. Sono indicate le distanze tra atom! 
P adiacenti nell'impalcatura di zuccheri-fosfati. (Fonte: SAENGER, W., 
Principles of Nucleic Acid Structure, p. 237, Springer-Verlag, 1983.) 
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Figura 28.22 Un diagramma a ruota delle conformazioni che mostra 
la distribuzione dell'angolo di torsione intorno al legame C(44)-C(5)) 
(Y nella Fig. 28.18) in 33 strutture ai raggi X di nucleosidi, nucleotidi 
e polinucleotidi. Ciascuna linea radiale rappresenta la posizione del 
legame C(4°)-0(4) in una singola struttura relativamente ai sostituenti 
di C(5°), vista da C(5°) a C(4°). Notate come la maggior parte degli 
angoli di torsione osservati cadono all’interno di una gamma relativa- 


Do, ristretta. (Fonte: SunparaLigam, M., Biopolymers, 7, p. 838, 


fosfato (Fig. 28.18) fossero completamente liberi di 
ruotare, non ci potrebbe probabilmente essere una 
struttura stabile dell’acido nucleico. Il confronto, pe- 
rò, effettuato da Muttaiya Sundaralingam, tra ben 
40 strutture di cristalli di nucleosidi e nucleotidi ha 
rivelato che questi angoli sono, in realtà, molto limi- 
tati. L’angolo di torsione, per esempio, intorno al le- 
game C(4')-C(5‘) (y nella Fig.28.18) è distribuito tra 
valori piuttosto ristretti così che O(4') di solito ha 
la conformazione a sinistra rispetto ad 0O(5‘) (Fig. 
28.22). 

Questo è dovuto al fatto che la presenza dell’anello 
di ribosio insieme a determinate interazioni non co- 
valenti dei gruppi fosfato irrigidisce la catena di 
zucchero-fosfato restringendo la sua gamma di an- 
goli di torsione. Queste restrizioni sono anche mag- 
giori nei polinucleotidi a causa dell’interferenza ste- 
rica tra i residui. 

Gli angoli conformazionali degli zuccheri-fosfati del- 
le varie doppie eliche sono tutti ragionevolmente li- 
deri da costrizioni. Le doppie eliche rappresentano 
quindi degli assetti rilassati dal punto di vista della 
conformazione dello scheletro di zuccheri-fosfati. Cio- 
nondimeno, lo scheletro di zuccheri-fosfati non è per 
nulla una struttura rigida così che, in seguito a sepa- 
razione dei filamenti, assume una conformazione ad 
avvolgimento casuale. 


C. L'appaiamento delle basi 


L’appaiamento delle basi è in apparenza una 
«colla» che tiene insieme gli acidi nucleici a doppia 
elica. Nella struttura dei cristalli di oligonucleotidi 
autocomplementari sono presenti solo appaiamenti 
secondo il modello di Watson e Crick. È quindi im- 
portante capire come gli appaiamenti di basi secon- 
do Watson e Crick differiscano da altre organizza- 
zioni delle basi con due legami idrogeno che abbia- 
no geometrie ragionevoli (Fig. 28.23). 
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Figura 28.23 Alcune coppie di basi non in accordo col modello di 
Watson e Crick. (a) L'appaiamento di residui di adenina nella struttu- 
ra cristallina della 9-metiladenina. (b) L'appaiamento di Hoogsteen 
tra residui di adenina e di timina nella struttura cristallina di 9-metila- 


denina . 1-metiltimina. (c) Un ipotetico appaiamento tra residui di ci- 
tosina e timina. 
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Le coppie di basi A-T senza costrizioni 
assumono la geometria di Hoogsteen 


Quando derivati monomerici di adenina e ti- 
mina sono cocristallizzati, le coppie di basi A - T che 
si formano hanno invariabilmente l’N(7) dell’adeni- 
na come accettore di legame idrogeno (geometria. 
di Hoogsteen; Fig. 28.23b) invece che ’N(1) (geome- 
tria di Watson-Crick; Fig. 28.6). Questo suggerisce che 
la geometria di Hoogsteen sia intrinsecamente più 
stabile per la coppia A - T di quanto lo sia la geome- 
tria di Watson-Crick. Apparentemente sono altre in- 
fluenze steriche ed ambientali che rendono la geo- 
metria di Watson-Crick il sistema preferito di appaia- 
mento di basi nelle doppie eliche. Le coppie A -T 
con geometria di Hoogsteen hanno cionondimeno im- 
portanza biologica; esse, per esempio, contribuisco- 
no a stabilizzare la struttura terziaria dei tRNA (pa- 
ragrafo 30.2B). Per contro, le coppie monomeriche 
G-C cocristallizzano sempre seguendo la geometria 
di Watson-Crick in conseguenza delle loro strutture 
legate da legami idrogeno tripli. 


Le coppie di basi che non seguono il modello 
di Watson e Crick hanno scarsa stabilità 


[247] Le basi di una doppia elica, come abbiamo vi- 
sto (paragrafo 28.2A), si associano in modo che qua- 
lunque posizione di coppia di basi possa indifferen- 
temente essere A - T, T- A, G-Co C-G senza influen- 
zare la conformazione delle catene di zucchero- 
fosfato. Si potrebbe ragionevolmente supporre che 
questi requisiti di complementarietà geometrica 
delle coppie di basi secondo il modello di Watson 
e Crick, A con T e G con C, sia l’unica ragione per 
cui non si trovano altre coppie di basi in un ambien- 
te a doppia elica. Questo è ciò che si è creduto per 
anni dopo la scoperta della doppia elica di DNA. 

Alla fine, l'impossibilità di trovare coppie di basi 
diverse da A con T (0 U) e da G con C in ambienti 
non ad elica, ha portato Richard Lord e Rich a dimo- 
strare, mediante studi di spettroscopia, che solo le 
coppie di basi secondo Watson e Crick hanno una 
alta affinità reciproca. La Fig. 28.24a mostra lo spet- 
tro agli infrarossi (IR) nel tratto N-H dei derivati di 
guanina e citosina, sia separati che come miscela. La 
banda nello spettro della miscela G+C che non è pre- 
sente negli spettri di nessuno dei suoi due compo- 
nenti è indicativa di una interazione specifica di tipo 
legame idrogeno tra G e C. Una tale associazione che 
può avvenire sia tra molecole simili che non simili, 
può essere descritta dalle ordinarie equazioni dell’a- 
zione di massa: 
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Tabella 28.3 Costanti di associazione per la formazione 
di coppie di basi 


Coppia di basi K(M7?)* 


e ———_—_—_____"__—_—__=_nttm_zzz2nxxa, 


Autoassociazione 


A-A dsl 
U-U 6,1 
C.C 28 
G-G 103-104 
Coppie di basi secondo il modello di Watson-Crick 
A-U 100 
G-C 104-105 


—r_———————€————_———————————————————— 


* Dati misurati in deuterocloroformio a 25 °C. 


Fonte: Kyogoxu, Y., Loro, R.C. e Ric, A., Biochim. Biophys. Acta, 179, p. 
10, 1969. 


_[B::B;] 


B,+B, == B, - Ba K= 
PRI È [B.J[Ba] 


[28.1] 


Dalle analisi di spettri agli IR come quelli della Fig. 
28.24 sono stati determinati i valori di K delle varie 
coppie di basi. Le costanti di autoassociazione delle 
basi secondo Watson e Crick sono date nella parte 
superiore della Tabella 28.3 (l’associazione di tipo le- 
game idrogeno di molecole simili è indicata dalla com- 
parsa di nuove bande agli IR con l’aumento della con- 
centrazione della molecola). Nella parte inferiore della 
Tabella 28.3 sono elencate le costanti di associazione 
delle coppie di Watson e Crick. Notate che ciascuno 
di questi ultimi valori è superiore alle costanti di au- 
toassociazione di entrambe le basi componenti così 
che si formano di preferenza le coppie di basi secon- 
do Watson e Crick a partire dai loro costituenti. Per 
contro, le coppie di basi non in accordo con il model- 
lo di Watson e Crick, A - C, A-G, C-U e G-U, qua- 
lunque sia la loro geometria, hanno costanti di asso- 
ciazione che sono trascurabili se paragonate alle co- 
stanti di associazione di autoappaiamento dei loro co- 
stituenti (Fig. 28.24b). Evidentemente, una seconda ra- 
gione per cui non ci sono appaiamenti che non seguo- 
no il modello di Watson e Crick nel DNA a doppia 
elica è che essi hanno una stabilità relativamente scar- 
sa. Per contro, la presenza esclusiva di coppie di basi 
secondo il modello di Watson e Crick nel DNA deri 
va, in parte, da una complementarietà elettroni- 
ca che combina A con T e G con C. La base teorica 
di questa complementarietà elettronica, che è un'os- 
servazione sperimentale, non è chiara. Questo è do- 
vuto al fatto che le approssimazioni intrinseche nei 
trattamenti teorici dei giorni nostri le rendono inca- 
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(a) 
G 0,0008M 


ria 


C 0,0008x | 


AP__ 


L _ _——T—T—TT______—_—_—_—_—_————_ t_— 


A 


Assorbimento relativo 


Somma calcolata 


QU 


G+C 0,0016u 


Osservata 


\ 


3500 3400. * 3300 
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(b) 
G 0,0008M 


letta 


Ì A 0,0008M 


G+A 0,0016M 


Osservata 
Somma calcolata 


BETA eos A SA 
3500 3400 3300 


Numero d'onda (cm7!) 


Figura 28.24 Gli spettri all’IR, nel tratto N-H, di derivati di guanina, 
citosina e adenina, sia separati che nelle miscele indicate. Il solvente, 
CDCI:, non forma legami idrogeno con le basi ed è relativamente 
trasparente nella gamma di frequenza che interessa. (a) G+C. La li- 
nea nello spettro più in basso, che è la somma dei due spettri più 
in alto, è lo spettro calcolato per molecole di G +C non interagenti. 
ia banda vicina a 3 500 cm7! nello spettro di G+C osservato è 
indicativa di un'associazione specifica con legami idrogeno tra G e 
C. (b) G+A. La stretta somiglianza tra lo spettro osservato e quello 
calcolato per una miscela di G + A indica che G ed A non interagisco- 
no significativamente. (Fonte: KYocoku, Y., Loro, R.C. e RICH, A., 
Science, 154, p. 5109, 1966.) 


paci di rendere accuratamente conto dei pochi 
kJ- mol! di differenza energetica tra le associazio- 
ni di tipo legami idrogeno specifici e non specifici. 
I segmenti a doppia elica di molti RNA, tuttavia, con- 
tengono occasionalmente coppie di basi che non se- 
guono il modello di Watson e Crick, molto spesso 
G- U, che hanno significato tanto funzionale quanto 
strutturale (paragrafi 30.2B e 30.2D). 


I legami idrogeno non stabilizzano il DNA 


{4248] È chiaro che i legami idrogeno sono essenziali 
per la specificità dell’appaiamento di basi nel DNA 
che è, in definitiva, responsabile dell’enorme fedeltà 
richiesta per replicare il DNA virtualmente senza er- 
rori (paragrafo 31.3D). Però, come è anche vero per 
le proteine (paragrafo 7.4B), i legami idrogeno contri- 
buiscono poco alla stabilità della doppia elica. Per 
esempio, l’aggiunta del relativamente non polare eta- 
nolo a una soluzione acquosa di DNA, che rafforza 
i legami idrogeno, destabilizza la doppia elica come 


è indicato dalla sua diminuita Tm. Questo è dovuto 
al fatto che le forze idrofobiche, che sono in gran 
parte responsabili della stabilità del DNA (paragrafo 
28.3D), sono smembrate da solventi non polari. Per 
contro, i legami idrogeno delle coppie di basi del DNA 
nativo sono sostituiti nel DNA denaturato da legami 
idrogeno energeticamente più o meno equivalenti tra 
le basi e l’acqua. sà 


ti 


D. L'incolonnamento delle basi 
e le interazioni, idrofobiche 


1249) Le purine e le pirimidine tendono a formare este- 
se colonne di molecole planari parallele. Questo è sta- 
to osservato nella struttura degli acidi nucleici (Figg. 
28.5, 28.8 e 28.9) e nelle svariate centinaia di struttu- 
re ai raggi X descritte di cristalli contenenti basi di 
acidi nucleici. In queste strutture, le basi sono di soli- 
to parzialmente sovrapposte (Fig. 28.25). Le struttu- 
re, infatti, di cristalli di basi chimicamente correlate 
mostrano spesso uno schema di incolonnamento si- 
mile. Apparentemente le interazioni per incolonna- 
mento, che nello stato solido sono una forma di inte- 
razioni di van der Waals (paragrafo 7.4A) hanno una 
qualche specificità anche se certamente non grande 
quanto l’appaiamento delle basi. 


Le basi degli acidi nucleici si incolonnano 
in soluzione acquosa 


Le basi si aggregano in soluzione acquosa come 


I 
1 
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Figura 28.25 L'incolonnamento degli anelli di adenina nella struttura 
cristallina della 9-metiladenina. La sovrapposizione parziale degli anelli 
è tipica della associazione tra le basi in una struttura cristallina e 
negli acidi nucleici a doppia elica. (Fonte: StewART, R. F. e JENSEN, 
L. H., / Chem. Phys., 40, p. 2071, 1964.) 


è stato dimostrato dalla variazione della pressione 
osmotica con la concentrazione. La legge di van’t Hotf 
della pressione osmotica è 


x=RTm [28.2] 


dove x è la pressione osmotica, m è la molalità del 
soluto (mol soluto/kg solvente), R è la costante dei 
gas e T è la temperatura. La massa molecolare, M, 
di un soluto ideale può essere determinata dalla sua 
pressione osmotica dato che M=c/m, dove c= g solu- 
to/kg solvente. / 

Se la specie studiata ha una massa molecolare nota 
ma aggrega in soluzione, l’Eq. [28.2] deve essere ri- 
scritta: 

T=@RTm [28.3] 
dove $, il coefficiente osmotico, indica il grado di 
associazione del soluto. $ varia da 1 (nessuna associa- 
zione) a 0 (associazione infinita). La variazione di è 
con m per basi di acidi nucleici in soluzione acquosa 
(Fig. 28.26) è in accordo con un modello in cui le 
basi si aggregano in fasi successive: 


A+YAFTZ AYA TT Ag tA = == An 
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ni 


Figura 28.26 La variazione del coetficiente osmotico è con le con- 
centrazioni molali m di derivati di adenosina in H30. La diminuzio- 
ne di $ con l'aumento di m indica che questi derivati aggregano in 
soluzione. (Fonte: BROOM, A. D., ScHEWEIZER, M. P. e Ts, P. O. P., 
J. Am. Chem. Soc., 89, p. 3613, 1967.) 


dove n è come minimo 5 (se la reazione va a comple- 
tamento, $= 1/n1). Questa associazione non può esse- 
re un risultato di legami idrogeno dato che la 
N5,N°%-dimetiladenosina, 


Ribosio 


N5-N%-dimetiladenosina 


che non può formare legami idrogeno interbase, ha 
un grado di associazione maggiore dell’adenosina (Fig. 
28.26). Apparentemente l’aggregazione deriva dalla 
formazione di colonne di molecole planari: ciò è cor- 
‘roborato da studi di NMR di protoni: le direzioni de- 
gli spostamenti chimici degli aggregati sono compa- 
tibili con un modello a colonne ma non con legami 
idrogeno. Le associazioni a colonna di basi monome- 
riche non si trovano in soluzioni non acquose. 
Anche i polinucleotidi a filamento singolo mostra- 
no interazioni da incolonnamento. Poli(A), per esem- 
pio, mostra un ampio aumento di assorbimento agli 
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UV con la temperatura (Fig. 28.27a). Questo ipercro- 
mismo è indipendente dalla concentrazione di po- 
li(A) e quindi non può essere una conseguenza di 
aggregazione intermolecolare. Analogamente, non è 
dovuto a legami idrogeno intramolecolari perché poli 
(Nt. N°6-dimetil A) ha un grado di ipercromismo mag- 
giore di quello di poli(A). L’ipercromismo deve quindi 
derivare da una qualche forma di interazione per 
incolonnamento all’interno di un filamento singolo 
che si fonde con l’aumento della temperatura. Que- 
sto non è un processo molto cooperativo come è indi- 
cato dall’ampiezza della curva di fusione e dall’os- 
servazione che corti polinucleotidi, compresi i dinu- 
cleosidi fosfato come ApA, mostrano curve di fusio- 
ne analoghe (Fig. 28.27D). 


 À (a) Poli(A) À (b) APA 
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Figura 28.27 L'ampia serie di temperature dei cambiamenti ipercro- 
mici a 258 nm di (a) poli(A) e (b) ApA indica cambiamenti conforma- 
zionali non cooperativi in queste sostanze. Paragonate questa figura 
con la Fig. 28.15. (Fonte: Lenc, M. e FeisenceLD, G., /. Mol. Biol., 
15, p. 457, 1966.) 


Le strutture degli acidi nucleici sono stabilizzate 
da forze idrofobiche 


1251] In soluzioni acquose le associazioni per incolon- 
namento sono ampiamente stabilizzate da forze idro- 
fobiche. Si potrebbe ragionevolmente supporre che 
le interazioni idrofobiche negli acidi nucleici abbia- 
no un carattere simile a quelle che stabilizzano la 
struttura delle proteine. Un esame più accurato, pe- 
rò, rivela che questi due tipi di interazione hanno 
un carattere qualitativamente differente. L’analisi ter- 
modinamica delle curve di fusione dei dinucleosidi 
fosfato in termini della reazione: 


dinucleoside fosfato (non incolonnato) = 


== dinucleoside fosfato (incolonnato) 


(Tabella 28.4) indica che l’incolonnamento delle basi 
€ sostenuto dall’entalpia ed avversato dall’entropia. 


Tabella 28.4 Parametri termodinamici per la reazione 


Dinucleoside fosfato  __  Dinucleoside fosfato 


(non incolonnato) (incolonnato) 
Dinucleoside AH incolonnamento -T ASincotonnamento 
fosfato (kJ - mol7!) (kJ-mol-! a 25 °C) 
ApA -22,2 24,9 
ApU -35,1 39,9 
GpC -32,6 34,9 
CpG -20,1 21,2 
UpU -32,6 36,2 


Fonte: Davis, R.C. e Tinoco, I., ]r., Biopo/ymers, 6, p. 230, 1968. 


Le interazioni idrofobiche quindi responsabili della 
stabilità delle associazioni del tipo di incolonnamen- 
to delle basi negli acidi nucleici hanno un carattere 
diametralmente opposto a quelle che stabilizzano la 
struttura delle proteine (che sono avversate dall’en- 
talpia e sostenute dall’entropia; paragrafo 7.4C). Que- 
sto si riflette nelle diverse proprietà strutturali di que- 
ste interazioni. Le catene laterali aromatiche, per 
esempio, delle proteine non sono quasi mai incolon- 
nate e le strutture cristalline di idrocarburi aromati- 
ci come il benzene, che assomiglia a queste catene 
laterali, sono caratteristicamente prive di interazioni 
da incolonnamento. 

Le forze idrofobiche negli acidi nucleici non sono 
ben chiare. L'osservazione che hanno un carattere 
diverso dalle forze idrofobiche che stabilizzano le pro- 
teine non è cionondimeno sorprendente dato che le 
basi azotate sono considerevolmente più polari dei 
residui di idrocarburi delle proteine che partecipano 
alla costituzione di legami idrofobici. Non c'è, però. 
una teoria che spieghi adeguatamente la natura del- 
le forze idrofobiche negli acidi nucleici (la nostra co- 
noscenza delle forze idrofobiche delle proteine, si ri- 
corderà, è analogamente incompleta). Esse sono inte- 
razioni complesse di cui l’incolonnamento di basi è 
probabilmente un componente significativo. Qualun- 
que sia la loro origine, le forze idrofobiche hanno 
un'importanza centrale nella determinazione della 
struttura degli acidi nucleici. 


E. Le interazioni ioniche 


1252] Qualunque teoria sulla stabilità della struttura 
degli acidi nucleici deve prendere in considerazione 
le interazioni elettrostatiche dei loro gruppi fosfato 
carichi. Sfortunatamente, la teoria dei polielettroliti 
non è a tutt'oggi in grado di fornire predizioni affi- 
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dabili delle conformazioni molecolari. Possiamo pe- 
rò fare delle osservazioni sperimentali. 

La temperatura di fusione del DNA duplex aumenta 
con la concentrazione dei cationi poiché questi ioni 
schermano elettrostaticamente i gruppi fosfato anio- 
nici l’uno dall’altro. La relazione osservata per Na* è 

T,=41,1 Xc+c+ 16,6 loglNa*]+81,5 [28.4] 
dove Xc+c è la frazione molare di coppie di ba- 
si G-C (ricordate che Tm aumenta con il contenu- 
to di G+0C); l'equazione è valida nelle gamme 
0,3<Xc+c<0,7 e 1073M<[Na*]<1;0m. Altri cationi 
monovalenti come Lit e K+ hanno analoghe intera- 
zioni non specifiche con i gruppi fosfato. I cationi 
divalenti, come Mg?*, Mn?* e Co**, per contro, si 
legano specificamente ai gruppi fosfato così che i ca- 
tioni divalenti sono molto più efficaci come agenti 
schermanti gli acidi nucleici dei cationi monovalenti. 
Uno ione Mg2*, per esempio, ha un'influenza sulla 
doppia elica del DNA paragonabile a quella di 
100-1 000 ioni Na*. Gli enzimi, infatti, che mediano 
delle reazioni con gli acidi nucleici o anche con sem- 
plici nucleotidi (come ATP) di solito hanno bisogno 
di Mg?* per essere attivi. 


4. IL FRAZIONAMENTO 
DEGLI ACIDI NUCLEICI 


[1253] Nel Capitolo 5 abbiamo preso in considerazio- 
ne le procedure più comunemente usate per isolare 
e caratterizzare, almeno in parte, le proteine. La mag- 
gior parte di questi metodi, spesso con alcune modi- 
ficazioni, sono anche regolarmente usati per frazio- 
nare gli acidi nucleici in base alle loro dimensioni, 
composizione e sequenza. Ci sono anche molte tecni- 
che che si possono applicare solo agli acidi nucleici. 
In questo paragrafo delineeremo alcune delle proce- 
dure di separazione più utili che sono specifiche per 
gli acidi nucleici. 


A. Metodi in soluzione 


Gli acidi nucleici sono invariabilmente associa- 
ti con proteine. Una volta che le cellule sono state 
aperte (paragrafo 5.18) gli acidi nucleici devono esse- 
re privati delle proteine. Questo si può ottenere agi- 
tando (molto cautamente se si vuole isolare DNA ad 
alto peso molecolare) la miscela di proteine-acidi nu- 
cleici con una soluzione di fenolo e/o con una misce- 


la di CHClx-alcol isoammilico così che le proteine 
precipitano e possono essere rimosse mediante cen- 
trifugazione. Alternativamente, le proteine possono 
essere dissociate dagli acidi nucleici tramite deter- 
genti, cloruro di guanidio, o alte concentrazioni di 
sali, oppure possono essere degradate enzimaticamen- 
te da proteasi come la pronasi. In tutti i casi gli acidi 
nucleici, una miscela di RNA e DNA, possono essere 
isolati mediante precipitazione con etanolo. L’RNA 
può essere recuperato da questi precipitati trattan- 
doli con DNasi pancreatica che elimina il DNA. Al 
contrario, il DNA può essere liberato dall’RNA me- 
diante trattamento con RNasi. Alternativamente, sia 
RNA che DNA possono essere separati mediante ul 
tracentrifugazione (paragrafo 28.4D). 

In tutte queste e nelle successive manipolazioni, gli 
acidi nucleici devono essere protetti dalla degrada- 
zione da parte delle nucleasi che si trovano sia nei 
materiali sperimentali che sulle nostre mani. Le nu- 
cleasi possono essere inibite dalla presenza di agenti 
chelanti come l’EDTA, che sequestra gli ioni metalli- 
ci divalenti di cui le nucleasi hanno bisogno per svol- 
gere la loro attività. Nei casi în cui non si possa tolle- 
rare alcuna attività nucleasica, tutta la vetreria deve 
essere autoclavata per denaturare col calore le nu- 
cleasi e lo sperimentatore dovrebbe indossare guanti 
di plastica. Cionondimeno, gli acidi nucleici si ma- 
neggiano più facilmente delle proteine perché il fat- 
to di essere privi di una struttura terziaria li rende, 
nella maggior parte dei casi, relativamente tolleranti 
a condizioni estreme. 


B. La cromatografia 


1255) Molte delle tecniche cromatografiche che ven- 
gono usate per separare le proteine (paragrafo 5.3) 
si possono anche applicare agli acidi nucleici. La cro- 
matografia su carta e la cromatografia su strato sotti- 
le sono utili per il frazionamento di oligonucleotidi. 
Esse sono state ampiamente sostituite, tuttavia, dalla 
più potente tecnica dell’HPLC, in particolare da quel- 
la che usa la cromatografia in fase inversa. Gli acidi 
nucleici più grossi sono spesso separati mediante pro- 
cedure che comprendono la cromatografia a scam- 
bio ionico e la cromatografia per gel filtrazione. 


L’idrossiapatite lega il DNA a doppia elica 
più saldamente di quello a filamento singolo 


L’idrossiapatite (una forma di calcio fosfato; pa” 
ragrafo 5.3E) è particolarmente utile nella purifica- 
zione cromatografica e nel frazionamento del DNA. 


1357 t2sa G2sa] 


La struttura e la manipolazione degli acidi nucleici 925 


© 88-08-10538-5 


Il DNA a doppia elica si lega all’idrossiapatite più 
strettamente di quanto facciano la maggior parte delle 
altre molecole. Il DNA, di conseguenza, può essere 
rapidamente isolato passando un lisato cellulare at- 
traverso una colonna di idrossiapatite, lavando la co- 
lonna con un tampone fosfato dalla concentrazione 
abbastanza bassa da liberare solo RNA e proteine, 
ed eluendo quindi il DNA con una soluzione concen- 
trata di fosfati. 

Il DNA a singola elica viene eluito dall’idrossiapati- 
te a una concentrazione di fosfato più bassa rispetto 
a quella necessaria per eluire il DNA a doppia elica 
(Fig. 28.28). Questo fenomeno costituisce la base di 
una tecnica, nota come cromatografia termica, che 
separa il DNA a seconda della sua composizione di 
basi. Una colonna di idrossiapatite a cui sia legato 
del DNA a doppia elica viene eluita con un tampone 
fosfato che determini il rilascio solo di DNA a singo- 
la elica mentre viene rapidamente aumentata la tem- 
peratura della colonna stessa. Appena il DNA si apre 
e viene convertito in filamento singolo, viene eluito 
dalla colonna. Poiché la T, di un DNA duplex varia 
con il suo contenuto di G+C (Ed. [28.4]), la cromato- 
grafia termica permette il frazionamento del DNA 


a doppia elica a seconda della sua composizione di 
basi. 


Gli RNA messaggeri possono essere isolati 
mediante cromatografia per affinità 


La cromatografia per affinità è utile nell’isola- 
mento di acidi nucleici specifici. La maggior parte 
degli RNA messaggeri (mRNA) degli eucarioti, per 
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Figura 28.28 La separazione cromatografica di DNA a singolo fila- 
mento e di DNA duplex su idrossiapatite mediante eluizione con una 
soluzione a concentrazione di fosfati progressivamente crescente. 


esempio, presentano una sequenza di poli(A) all’e- 
stremità 3’ (paragrafo 28.4A). Questi mRNA posso- 
no essere isolati su agarosio o su cellulosa a cui sia 
stato attaccato covalentemente del poli(U). Le sequen- 
ze di poli(A) si legano specificamente al poli(U) com- 
plementare a basse temperature e alti sali e possono 
poi essere rilasciate alterando queste condizioni. Inol- 
tre, se la sequenza (parziale) di un MRNA è nota (per 
esempio è stata dedotta dalla corrispondente sequen- 
za di amminoacidi della proteina), può essere sinte- 
tizzato il filamento di DNA ad essa complementare 
(con metodi discussi nel paragrafo 28.7) e lo si può 
usare per isolare quel particolare mRNA. 


C. L’'elettroforesi 


Gli acidi nucleici di un dato tipo possono essere 
separati mediante elettroforesi su gel di poliacrilami- 
de (paragrafi 5.4B e 5.4C) dato che la loro mobilità 
elettroforetica in tali gel varia inversamente alla loro 
massa molecolare. I DNA, però, di più di poche mi- 
gliaia di coppie di basi non possono penetrare in un 
gel di poliacrilamide anche a maglie molto larghe. 
Questa difficoltà è parzialmente superata mediante 
l’uso di gel di agarosio. Tramite l’uso di gel con un 
contenuto di agarosio opportunamente basso, si pos- 
sono frazionare DNA relativamente grandi in una 
varia gamma di dimensioni. In questo modo, per 
esempio, si possono separare dei plasmidi (piccole 
molecole di DNA, che si replicano in modo autono- 
mo, presenti in lievito e batteri) dal più grosso DNA 
cromosomico dei batteri. 


I DNA molto grossi vengono separati 
mediante elettroforesi su gel in campo pulsante 


Le dimensioni dei DNA che possono essere se- 
parati mediante gel elettroforesi convenzionale sono 
limitate a — 100000 bp, anche quando si usano gel 
che contengono non più dello 0,1% di agarosio (che 
produce un gel estremamente fragile). Il recente svi- 
luppo, tuttavia, della elettroforesi su gel in cam- 
po pulsante (PFG) da parte di Charles Cantor e Cas- 
sandra Smith ha esteso questo limite fino a 10 milio- 
ni di bp (6,6 milioni di kD). L'apparato per elettrofo- 
resi usato nella PFG presenta due o più coppie di elet- 
trodi disposti intorno alla periferia di un gel di aga- 
rosio orizzontale. Le diverse coppie di elettrodi ven- 
gono attivate sequenzialmente per tempi che varia- 
no da 0,1 a 1000 s a seconda delle dimensioni dei 
DNA che devono essere separati. La gel elettroforesi 
del DNA prevede che le sue molecole allungate ser- 
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peggino attraverso i labirintici canalicoli del gel più 
o meno in direzione dal catodo all’anodo. Se la dire- 
zione del campo elettrico cambia bruscamente, que- 
sti DNA devono riorientare i loro assi maggiori lun- 
go la nuova direzione del campo prima di poter con- 
tinuare la loro strada attraverso il gel. Il tempo ne- 
cessario per riorientare molecole di DNA molto lun- 
ghe affondate nel gel evidentemente aumenta con 
la loro dimensione. Di conseguenza, una scelta ocula- 
ta della distribuzione degli elettrodi e della lunghez- 
za degli impulsi determina una più veloce migrazio- 
ne attraverso il gel di DNA piccoli rispetto a DNA 
più grandi, influenzando quindi la loro separazione. 


Il DNA duplex è individuato mediante 
colorazione selettiva con agenti intercalanti 


[1260] Le varie bande di DNA in un gel devono essere 
individuate se devono essere isolate. Il DNA a dop- 
pia elica si può colorare facilmente mediante cationi 
aromatici planari come lo ione etidio, l’arancio di 
acridina o la proflavina. Questi coloranti si legano 


Etidio 

x 

(CHy)gN A N(CH,iy 
H 

Arancio di acridina 
ES 
+2 
HoN N NH DI 
H 
Proflavina 


al DNA duplex intercalandosi (scivolando tra le cop- 
pie di basi incolonnate) ed emettendo una fluorescen- 
za, sotto la luce UV, che è molto più intensa di quella 
del colorante libero. Si può identificare su di un gel 
mediante colorazione con bromuro di etidio una 
quantità di DNA tanto piccola quanto 50 ng (Fig. 
28.29). Anche il DNA a filamento singolo e l’RNA 
stimolano la fluorescenza dell’etidio ma in misura mi- 
nore di quanto faccia il DNA duplex. 
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Figura 28.29 Un'elettroforesi su gel di agarosio di DNA a doppia 
elica. Dopo l'elettroforesi il gel è stato immerso in una soluzione 
di bromuro di etidio, lavato e fotografato sotto luce UV. La fluore- 
scenza del catione etidio viene fortemente aumentata dal legame con 
il DNA così che ciascuna banda fluorescente indica un frammento 
di DNA di diversa dimensione. Le tre linee parallele contengono cam- 
pioni identici di DNA per dare una dimostrazione della riproducibili- 
tà della tecnica. (Foto di Elizabeth Levine; Fonte: FREIFELDER, D., Bio- 
physical Chemistry. Applications to Biochemistry and Molecular Bio- 
logy, 2° ed., p. 294, W. H. Freeman, 1982, con permesso di ripro- 
duzione.) 


La tecnica del Southern blotting identifica 
dei DNA con sequenze specifiche 


[iz61] Il DNA con una sequenza specifica di basi può 
essere identificato mediante una procedura svilup- 
pata da Edwin Southern e nota come tecnica di tra- 
sferimento di Southern o più familiarmente Sou- 
thern blotting (Fig. 28.30). Questa procedura si av- 
vantaggia della notevole proprietà della nitrocellulo- 
sa di legare saldamente DNA a filamento singolo ma 
non DNA duplex. Dopo elettroforesi su gel di DNA 
a doppia elica il gel viene messo a bagno in una solu- 
zione di 0,5M NaOH che converte il DNA nella for- 
ma a filamento singolo. Sul gel viene quindi steso 
un foglio di carta di nitrocellulosa che, a sua volta, 
viene coperto da uno spesso strato di tovaglioli di 
carta e l’intero sistema viene compresso da una pe- 
sante lastra. Il liquido del gel viene quindi forzato 
a passare attraverso la nitrocellulosa di modo che il 
DNA a singolo filamento si lega ad essa esattamente 
in corrispondenza della stessa posizione che aveva 
nel gel (il trasferimento sulla nitrocellulosa può esse- 
re ottenuto in alternativa con un processo elettrofo- 
retico chiamato elettroblotting). Dopo l’asciugatu- 
ra sotto vuoto della nitrocellulosa a 80 °C, che fissa 
permanentemente il DNA sul posto, il foglio di ni- 
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Figura 28.30 L'individuazione di DNA contenenti sequenze di basi 
specifiche mediante la tecnica del trasferimento di Southern. 


trocellulosa viene bagnato con una quantità minima 
di soluzione contenente DNA a filamento singolo o 
RNA radiomarcato con **P che abbia una sequenza 
complementare al DNA di interesse (la «sonda»). Il 
filtro bagnato viene tenuto per parecchie ore a una 
temperatura opportuna per la rinaturazione in mo- 
do da permettere alla sonda di ibridizzarsi alla sua 
sequenza/e bersaglio, viene lavato per rimuovere la 
sonda radioattiva non legata, asciugato e quindi sot- 
toposto ad autoradiografia mettendolo a contatto per 
un certo fempo con una lastra fotografica sensibile 
ai raggi X. Le posizioni delle molecole che sono com- 
plementari alle sequenze radioattive sono indicate da 
un annerimento del film sviluppato. Un segmento 
di DNA che contenga una particolare sequenza di 
basi (per esempio un gene che codifichi una deter- 
minata proteina) può essere in questo modo identifi- 
cato e isolato. Analogamente, dei DNA specifici pos- 
sono essere individuati legando la sonda a un enzi- 
ma che generi un deposito colorato o fluorescente 
sul blotting. Tali tecniche di individuazione non ra- 
dioattive sono preferibili in un ambiente clinico a 
causa dei rischi per la salute, dei problemi di smalti- 


mento e della natura più complessa dei metodi auto- 
radiografici. 


Northern e Western blotting individuano, 
rispettivamente, RNA e proteine 


262] Variazioni del trasferimento di Southern, che 
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sono chiamate con un gioco di parole trasferimen- 
to di Northern (Northern blotting) e trasferi- 
mento di Western (Western blotting), individua- 
no rispettivamente RNA specifici e proteine. 

Nel Northern blotting ’RNA viene immobilizzato su 
carta di nitrocellulosa e individuato mediante l’uso 
di sonde di RNA o di DNA complementare radio- 
marcate. 

Nel Western blotting viene legata alla nitrocellulosa 
una mistura di proteine e le proteine specifiche ven- 
gono identificate mediante il legame con anticorpi 
generati contro di esse. La nitrocellulosa, però, lega 
le proteine così tenacemente che ciò in alcuni casi 
può interferire con la loro identificazione immuno- 
chimica. 

In questi casi, la carta di nitrocellulosa può essere 
sostituita da carta derivatizzata con gruppi diazoben- 
zilossimetilici che reagiscono con i gruppi amminici 


primari delle proteine in modo da legarle covalente- 
mente alla carta. 
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D. L’'ultracentrifugazione 


L’ultracentrifugazione all’equilibrio in gradiente 
di densità (Fig. 28.31; paragrafo 5.58) di CsCl rappre- 
senta una delle procedure di separazione del DNA 
più comunemente usate. La densità di galleggiamen- 
to, 0, del DNA a doppia elica Cs* dipende dalla sua 
composizione di basi: 


0=1,660+0,098 XG+c [28.5] 


così che un gradiente di densità di CsCl fraziona il 
DNA a seconda della sua composizione di basi. I DNA 
eucariotici, per esempio, contengono spesso frazioni 
minori che bandeggiano separatamente dalla specie 
maggiore. Alcune di queste bande satellite consi- 
stono di DNA mitocondriale e cloroplastico. 

Un'altra classe importante di DNA satellite è com- 
posta da sequenze ripetute che sono corti segmen- 
ti di DNA ripetuti in tandem (uno dietro all’altro) 
centinaia, migliaia e, in alcuni casi, milioni di volte 
in un cromosoma (paragrafo 33.28). In modo analo- 
go, si possono separare i plasmidi dal DNA cromoso- 
mico batterico mediante ultracentrifugazione all’e- 
quilibrio in gradiente di densità. 

Il DNA a filamento singolo è — 0,015 g- cm? più 
denso del corrispondente DNA a doppio filamento 
così che le due forme possono essere separate me- 
diante ultracentrifugazione all’equilibrio in gradien- 


te di densità. L’RNA è troppo denso per dare una 
banda in CsCÌl, ma lo fa in soluzioni di Cs2504. Gli 
ibridi RNA-DNA bandeggeranno in CsCl ma a una 
densità più alta del DNA duplex corrispondente. 

L’RNA può essere frazionato mediante ultracentri- 
fugazione zonale attraverso un gradiente di saccaro- 
sio (Fig. 28.32; paragrafo 5.5B). Gli RNA vengono se- 
parati mediante questa tecnica soprattutto sulla base 
delle loro dimensioni. L’RNA ribosomiale, infatti, che 
costituisce la porzione maggioritaria dell'RNA cellu- 
lare, viene classificato a seconda della sua velocità 
di sedimentazione; per esempio l’PRNA della subuni- 
tà piccola del ribosoma di E. coli è noto come RNA 
16S (paragrafo 30.3A). 


5. IL DNA SUPERAVVOLTO 


La mappa genetica circolare di virus e batteri 
implica che i loro cromosomi siano analogamente cir- 
colari. Questa conclusione è stata confermata da foto- 
grafie al microscopio elettronico in cui si vedono dei 
DNA circolari (Fig. 28.33). Alcuni di questi DNA cir- 
colari hanno un peculiare aspetto ritorto, un feno- 
meno che è noto indifferentemente come superav- 
volgimento, supertorsione 0 superelicità. Il su- 
peravvolgimento deriva da una proprietà topologica 
biologicamente importante del DNA duplex circola- 
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Figura 28.32 La separazione di RNA ribosomiali degli eucarioti me- 
diante ultracentrifugazione zonale attraverso un gradiente di saccaro- 
sio preformato. Gli RNA migrano attraverso il gradiente di saccarosio 


a a che sono in gran parte dipendenti dalle dimensioni mole- 
colari. 
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Figura 28.31 La separazione di DNA a seconda della composizione 
di basi mediante ultracentrifugazione all'equilibrio in gradiente di den- 
sità in una soluzione di CsCI. Una soluzione di CSsCI inizialmente 
8m forma un gradiente di densità che varia in modo lineare da — 1,80 
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g-cm73 sul fondo della provetta a — 1,55 g- cm 73 in cima alla pro- 
vetta. La quantità di DNA in ciascuna frazione è stimata a partire 
dal suo assorbimento agli UV, di solito a 260 nm. 
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Figura 28.33 Fotografie al microscopio elettronico di DNA duplex 
circolari che variano nella loro conformazione da non superavvolti 
(a sinistra) a strettamente superavvolti (a destra). (Fotografie al micro- 
scopio elettronico di Laurien Polder; Fonte: KorNBERG, A., DNA Re- 
plication, p. 29, W. H. Freeman, 1980, con permesso di riproduzione.) 


re chiuso in modo covalente, che è il soggetto di que- 
sto paragrafo. Occasionalmente ci si riferisce ad esso 
come struttura terziaria del DNA. 


A. La topologia della superelica 


Considerate una molecola di DNA a doppia eli- 


I III 
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ca in cui entrambi i filamenti siano uniti covalente- 
mente formando una molecola duplex circolare co- 
me quella schematizzata nella Fig. 28.34 (ciascun fi- 
lamento può solo essere unito a se stesso dato che 
i filamenti sono antiparalleli). 
Una proprietà geometrica di un tale insieme è che il 
suo numero di avvolgimenti non può essere alterato 
senza che prima venga tagliato almeno uno dei suoi 
filamenti polinucleotidici. Potete facilmente dimostrar- 
lo a voi stessi con una cintura allacciata in cui cia- 
scun bordo della cintura rappresenta un filamento 
di DNA. 
Il numero di volte in cui la cintura viene ritorta pri- 
ma di essere allacciata non può essere cambiato sen- 
za slacciare o tagliare la cintura (cioè tagliare un fila- 
mento polinucleotidico). 
Questo fenomeno viene matematicamente espresso 
con 

L=T+W [28.6] 
in cul: 


1. L. il numero di legame, è il numero di volte 
in cui un filamento di DNA si avvolge intorno 
all’altro. Questa quantità intera è contata più fa- 
cilmente quando l’asse duplex della molecola è 
costretto a giacere su di un piano (vedi più avan- 
ti). Il numero di legame, però, non varia, non im- 
porta come venga ritorta 0 distorta la molecola, 
fino a che entrambi i suoi filamenti polinucleoti- 
dlici rimangono covalentemente intatti; il numero 
di legame è quindi una proprietà topologica della 
molecola. 
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Figura 28.34 Disegno schematico di un DNA duplex circolare chiuso 
covalentemente che ha 26 giri di doppia elica. Si dice che i suoi 


due filamenti polinucleotidici sono topologicamente legati l'uno al- 
l’altro dato che, anche se non sono legati covalentemente, non posso- 


no essere separati senza rompere dei legami covalenti. 


2. T, il numero di giri di elica, è il numero di ri- 
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voluzioni complete che un filamento polinucleo- 
tidico fa intorno all’asse duplex nella particolare 
conformazione considerata in quel momento. Per 
convenzione T è positivo per giri del duplex de- 
strorsi di modo che, per il DNA-B in soluzione, 
la torsione è normalmente il numero di coppie 
di basi diviso per 10,5 (il numero di coppie di 
basi per giro del DNA-B a doppia elica in condi- 
zioni fisiologiche (paragrafo 28.58). 

3. W,il numero di giri di superelica, è il numero 
di giri che l’asse duplex fa intorno all’asse della 
superelica nella conformazione di interesse. È una 
misura della superelicità del DNA. La differenza 
tra numero di giri di elica e di superelica è illu- 
strata dall’esempio familiare della Fig. 28.35. W=0 
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Figura 28.35 La differenza tra numero di giri di superelica e numero 
di giri di elica dimostrata da un filo del telefono avvolto. Nel suo 
stato rilassato (a sinistra) il filo assume una forma elicoidale che ha 
un numero di giri di superelica grande e un numero di giri di elica 
piccolo. Tirando il filo (in mezzo) fino a che esso è quasi dritto (2 
destra), il suo numero di giri di superelica diventa piccolo con l’au- 
mentare del numero di giri di elica. 
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Figura 28.36 Due modi per introdurre un superavvolgimento in un 
DNA con 10 giri della doppia elica. Le due forme circolari chiuse 
mostrate (a destra) sono topologicamente equivalenti; esse cioè sono 
interconvertibili senza rottura di alcun legame covalente. Sono indi- 
cati il numero di legame L, il numero di giri di elica 7 e il numero 
di giri di superelica W per ciascuna forma: il numero di legame è 
definito solo per un cerchio chiuso covalentemente. 


quando l’asse duplex del DNA è costretto a giace- 
re in un piano (per esempio, la Fig. 28.34); allora 
L=T così che L piùò essere valutato contando i 
giri del DNA duplex. 


Le due conformazioni del DNA disegnate a destra 
nella Fig. 28.36 sono topologicamente equivalenti; esse 
hanno cioè lo stesso numero di legame, L, ma diffe- 
riscono nei loro numeri di giri di elica e di supercli- 
ca. Notate che non è necessario che T e IV siano inte- 
ri. solo L deve esserlo. 

Poiché in un cerchio di DNA duplex intatto L è co- 
stante, per ogni nuovo giro della doppia elica, AT, ci 
deve essere un giro di superelica uguale ed opposto; 
cioè, AWW= — AT. Per esempio, un DNA circolare chiu- 
so senza superavvolgimenti (Fig. 28.36, in alto a de- 
stra) può essere convertito ad una conformazione su- 
peravvolta (Fig. 28.36, in basso a destra) avvolgendo 


la doppia elica per lo stesso numero di giri positivi 
(destrorsi). 


I superavvolgimenti possono essere toroidali 
o intrecciati 


1266] Un duplex superavvolto può assumere due for- 
me topologicamente equivalenti: 
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Figura 28.37 Un tubo di gomma che è stato avvolto in modo toroida- 
le (a) intorno ad un cilindro, con le sue due estremità unite in modo 
da non avere torsione, passa (b) a un'elica intrecciata con andamento 
opposto quando viene rimosso il cilindro. In questa trasformazione 
non cambiano né il numero di legame, il numero di giri di elica 
né il numero di giri di superelica. 


1. Un’elica toroidale in cui l’asse della doppia elica 
è avvolto come se fosse intorno a un cilindro (Fig. 
28.370). 

2. Un’elica intrecciata in cui l’asse della doppia elica 
è avvolto intorno a se stesso (Fig. 28.37D). 


Notate che queste due forme superelicoidali inter- 
convertibili hanno versi opposti. Poiché i giri toroi- 
dali sinistrorsi possono essere convertiti in giri di du- 
plex sinistrorsi (Fig. 28.35), i giri toroidali sinistrorsi 
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e i giri intrecciati destrorsi hanno entrambi numeri 
di giri di superelica negativi. Quindi un duplex poco 
avvolto (T<al numero di bp/10,5), per esempio, ten- 
derà a sviluppare giri intrecciati destrorsi o giri to- 
roidali sinistrorsi della superelica nel momento in cui 
verranno alleviate le costrizioni che ne determinano 
lo scarso avvolgimento (le forze molecolari in una 
doppia elica di DNA promuovono il suo avvolgimen- 
to nel suo normale numero di giri dell’elica). 


Il DNA superavvolto viene rilassato 
dal taglio di un filamento 


N DNA superavvolto può essere convertito in 
cerchi rilassati (come nel riquadro più a sinistra del- 
la Fig. 28.33) mediante trattamento con DNasi I pan- 
creatica, una endonucleasi (un enzima che taglia 
i legami fosfodiestere all’interno di un filamento 
polinucleotidico) che taglia solo uno dei filamenti di 


Velocità di x 
sedimentazione 
del DNA 


W<0 


Figura 28.38 La velocità di sedimentazione del DNA duplex circolare 
chiuso in funzione della concentrazione di bromuro di etidio. L'eti- 
dio intercalandosi tra le coppie di basi svolge localmente la doppia 
elica che, poiché in numero di legame del cerchio è costante, è ac- 
compagnata da un aumento equivalente nel numero di giri di supere- 
lica. La superelica svolgendosi diventa meno compatta e sedimenta 
più lentamente. Al punto basso della curva i cerchi di DNA hanno 


Concentrazione di bromuro di etidio ____——-— 


DNA di un duplex. Un taglio su un singolo filamento 
è sufficiente a rilassare un DNA superavvolto. Que- 
sto è dovuto al fatto che la catena di zuccheri-fosfati 
opposta al taglio è libera di ruotare intorno ai legami 
del suo scheletro (Fig. 28.18) in modo da cambiare 
il numero di legame della molecola e alterarne quin- 
di la superelicità. In un DNA circolare il superavvol- 
gimento accumula tensione elastica proprio come in 
un elastico. Questo è il motivo per cui lo stato rilassa- 
to di un cerchio di DNA non è superavvolto. 


B. Misurazioni del superavvolgimento 


1 DNA superavvolto, lungi dall’essere solo una 
curiosità matematica, è stato ampiamente osservato 
in natura. La sua scoperta infatti nel DNA del virus 
di polioma da parte di Jerome Vinograd ha stimolato 
il chiarimento delle proprietà topologiche delle su- 
pereliche invece che il contrario. 


legato etidio sufficiente per essere completamente rilassati. Con l'ul 
teriore aumento della concentrazione di etidio, il DNA si superavvol- 


ge nella direzione opposta. Il superavvolgimento dei DNA disegnati. 


è stato verificato al microscopio elettronico. (Fonte: BAUER, w. R., 
Crick, F. H. C. e WHITE, J. H., Sci. Am., 243, 1, p. 129, 1980. Copy- 
right © 1980 Scientific American, Inc.) 
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Gli agenti intercalanti controllano 
il superavvolgimento svolgendo il DNA 


Tutti i cerchi di DNA che sono presenti natural- 
mente sono poco avvolti; i loro numeri di legame cioè 
sono minori di quelli dei loro corrispondenti cerchi 
rilassati. Questo fenomeno è stato verificato osservan- 
do l’effetto del legame dell’etidio sulla velocità di se- 
dimentazione del DNA circolare (Fig. 28.38). Gli agen- 
ti intercalanti come l’etidio alterano il grado di supe- 
relicità di un DNA circolare poiché determinano lo 
svolgimento della doppia elica di DNA di —26° in 
corrispondenza del sito in cui la molecola si è inter- 
calata (Fig. 28.39). In un cerchio poco avvolto e non 
forzato, W<0 a causa della tendenza del DNA du- 
plex a mantenere i suoi normali giri di elica di 1 
giro/10,5 bp. La titolazione di un cerchio di DNA me- 
diante etidio svolge il duplex (diminuisce T), feno- 
meno che deve essere accompagnato per compensa- 
zione da un aumento di W. Questo fatto, come pri- 


Figura 28.39 La struttura ai raggi X di un complesso di etidio con 
5-iodo UpA. L'etidio (in rosso) si intercala tra le coppie di basi dei 
dinucleosidi fosfato appaiati a doppia elica e fornisce quindi un mo- 
dello per il legame dell’etidio al DNA duplex. (Fonte: Tsal, C. C. 
Jan, 5. C. e SoBetL, H. M., Proc. Natl. Acad. Sci.,72, p. 629, 1975.) 


ma cosa, diminuisce la superelicità di un cerchio po- 
co avvolto. Però, col legame di una quantità sempre 
maggiore di etidio da parte del cerchio, il suo valore 
di W passa attraverso 0 (cerchi rilassati) e diventa 
quindi positivo così che il cerchio diventa di nuovo 
una superelica. La velocità di sedimentazione quindi 
del DNA poco avvolto, che è una misura della sua 
compattezza e quindi della superelicità, passa attra- 
verso un minimo a mano a mano che la concentra- 
zione di etidio aumenta. Questo è quanto si osserva 
con i DNA nativi (Fig. 28.38). Al contrario, la veloci- 
tà di sedimentazione di un cerchio superavvolto po- 
trebbe aumentare solo con l'aumentare della concen- 
trazione di etidio. 


I DNA vengono separati mediante elettroforesi 
su gel a seconda del loro numero di legame 


L’elettroforesi su gel separa anche molecole si- 
mili sulla base della loro compattezza in modo che 
la velocità di migrazione di un DNA duplex circola- 
re aumenta con il suo grado di superelicità. Il com- 
portamento in elettroforesi su gel di agarosio di una 
popolazione di molecole di DNA chimicamente iden- 
tiche con numeri di legame diversi consiste quindi 
di una serie di bande discrete (Fig. 28.40). Le moleco- 
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Figura 28.40 L'andamento in elettroforesi su gel di agarosio del DNA 
di SV40. La linea 1 contiene il DNA nativo superavvolto negativa- 
mente (fa banda più bassa). Nelle linee 2 e 3 il DNA è stato esposto 
per 5 e 30 min rispettivamente ad un enzima, noto come topoisome- 
rasi di Tipo | (paragrafo 28.50), che ne determina il rilassamento di 
un superavvolgimento alla volta. Bande adiacenti contengono DNA 
che differisce per AL = +1. (Fonte: KeLteR, W., Proc. Natl. Acad. Sci., 
72, p. 2553, 1975.) 


le in una data banda hanno tutte lo stesso numero 
di legame e differiscono da quelle in bande adiacenti 
per AL= *1. i 

Il confronto tra le bande elettroforetiche del DNA 
di simian virus 40 (SV+40) che sia stato enzimatica- 
mente rilassato in vario grado e quindi risaldato (Fig. 
28.40) rivela che 26 bande separano i DNA di SV40 
nativi da quelli interamente rilassati. Il DNA di SV40 
nativo ha quindi W= — 26 (anche se è in qualche mo- 
do eterogeneo rispetto a questa quantità). Poiché il 
DNA di SV40 consiste di 5 243 bp, esso ha un giro 
di superelica per — 19 giri di duplex. Una tale den- 
sità di superelica è tipica dei DNA circolari deriva- 
ti da varie fonti biologiche. 


Il DNA in soluzione fisiologica 
ha 10,5 coppie di basi per giro 


271 L'inserzione, mediante l’uso di tecniche di in- 
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gegneria genetica (paragrafo 28.8B), di x coppie di 
basi in una superelica di DNA aumenterà il suo nu- 
mero di legame di x/h°, dove h° è il numero di cop- 
pie di basi per giro di duplex. Una tale inserzione 
sposterà la posizione di una banda nello schema elet- 
troforetico del DNA di una frazione pari a x/h° della 
distanza dalla banda precedente. Misurando gli ef- 
fetti di parecchie di queste inserzioni James Wang 
ha stabilito che h°=10,5+0,1 bp per il DNA-B in 
soluzione in condizioni fisiologiche. 


C. Le topoisomerasi 


[izz2] La normale funzione biologica del DNA procede 
solo se esso si trova nello stato topologico appropria- 
to. In processi biologici di base come la trascrizione 
dell'RNA, la replicazione del DNA e la ricombina- 
zione genetica, il riconoscimento di una sequenza di 
basi richiede la separazione locale dei filamenti poli 
nucleotidici complementari. Il superavvolgimento ne- 
gativo del DNA presente in natura genera una forza 
di torsione che favorisce tale separazione poiché ten- 
de a svolgere la doppia elica (un aumento di W deve 
essere accompagnato da una diminuzione di T). Se 
il DNA non ha la tensione di superelica appropriata, 
i suddetti processi vitali procedono molto lentamente, 
se non per nulla. 

Il superavvolgimento del DNA è controllato da un 
notevole gruppo di enzimi noti come topoisomerasi. 
Essi sono chiamati così perché modificano lo stato 
topologico (numero di legame) del DNA circolare ma 
non la sua struttura covalente. Ci sono due classi di 
topoisomerasi: 


1. Le topoisomerasi di tipo I funzionano creando 
delle interruzioni transitorie in un filamento sin- 
golo del DNA duplex. 

2. Le topoisomerasi di tipo Il funzionano creando 
delle interruzioni transitorie nella doppia elica del 
DNA. 


Le topoisomerasi di tipo I rilassano 
progressivamente il DNA superavvolto 


[1273] Le topoisomerasi di tipo I, che sono anche note 
come enzimi di taglio e saldatura, sono proteine 
monomeriche di 100-120 kD che sono largamente dif 
fuse sia nei procarioti che negli eucarioti. Esse cata- 
lizzano il rilassamento dei superavvolgimenti negati- 
vi nel DNA aumentando il suo numero di legame con 
una progressione di un giro alla volta. L'esposizione 
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di un DNA superavvolto negativamente all’enzima 
di taglio e saldatura ne aumenta sequenzialmente il 
numero di legame fino a che il superavvolgimento 
non è completamente rilassato. ‘Un indizio sul mec- 
canismo d'azione di questo enzima è venuto dall’os- 
servazione che esso concatena (lega tra loro) rever- 
sibilmente cerchi a filamento singolo (Fig. 28.410). 
L'enzima funziona apparentemente tagliando un fi- 
lamento singolo, passando un’ansa a filamento sin- 
golo attraverso l’interruzione che ne risulta e quindi 
saldando l’interruzione (Fig. 28.41b), avvolgendo co- 
sì il DNA a doppia elica di un giro. A sostegno di 
questa ipotesi, la denaturazione di un enzima di ta- 
glio e saldatura procariotico che sia stato incubato 
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Figura 28.41 Tagliando un singolo filamento di DNA, passando un'ansa 
di esso attraverso l'apertura e risaldando quindi l'interruzione la to- 
poisomerasi di Tipo | può (a) concatenare due cerchi a filamento sin- 
golo o (b) svolgere il DNA duplex di un giro. 


con DNA circolare a filamento singolo genera 
un DNA lineare che ha il suo gruppo fosforilico 
ao . ; A ; 
5‘-terminale legato all’enzima tramite un legame die- 
stere con una fosfotirosina: 


Topoisomerasi di Tipo I 


Tyr 


uu a O-CHa 00 Base 


o H H 
H H 
(Ei 
PRE TS, o_ 8258 
o O H H 
DNA H:N H 
oH H 


Gli enzimi eucariotici di taglio e saldatura denaturati 
risultano invece legati in modo analogo all’estremità 
3’ del DNA. Con la formazione di questi intermedi 
covalenti enzima-DNA, l’energia libera del legame fo- 
sfodiestere tagliato viene conservata di modo che non 
è necessario fornire energia per chiudere l’interruzione. 


Le topoisomerasi di tipo Il superavvolgono 
il DNA a spese dell’idrolisi di ATP 


|1274] Le topoisomerasi di tipo Il dei procarioti, che 
sono anche note come DNA girasi, sono proteine 
di — 400 kD che consistono di due coppie di subunità 
chiamate A e B. Questi enzimi catalizzano il gradua- 
le superavvolgimento negativo del DNA con la conco- 
mitante idrolisi di un ATP ad ADP+P;. In assenza 
di ATP la DNA girasi rilassa il DNA superavvolto 
negativamente ma a una velocità relativamente len- 
ta. Essa può anche tanto stringere dei nodi nei cerchi 
a doppio filamento quanto concatenarli. Le topoiso- 
merasi di tipo II degli eucarioti rilassano semplice- 
mente i superavvolgimenti; esse non li generano né 
idrolizzano ATP. Il superavvolgimento del DNA ne- 
gli eucarioti è generato in maniera in qualche modo 
diversa (paragrafo 33.1B). 

Le DNA girasi procariotiche sono inibite specifica- 
mente da due classi di antibiotici. Una di queste clas- 
si comprende la novobiocina, derivata dallo Strep- 
tomyces, e l’altra contiene l'agente antibatterico cli- 
nicamente utile acido ossolinico (vedi formula alla 
pagina seguente): 
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Acido ossolinico 


Entrambe le classi di antibiotico inibiscono pesante- 
mente la replicazione del DNA batterico e la trascri- 
zione dell'RNA, dimostrando così l’importanza del 
DNA superavvolto in questi processi. Studi condotti 
utilizzando dei mutanti di E. coli resistenti agli anti- 
biotici hanno dimostrato che l’acido ossolinico si as- 
socia con la subunità A della DNA girasi e la novo- 
biocina si lega alla subunità B. 


Figura 28.43 Il meccanismo dell’inversione di segno dell'azione del- 
la DNA girasi. Il DNA duplex viene inizialmente avvolto intorno al- 
l'enzima con un avvolgimento toroidale destrorso (1). L'enzima quin- 
di taglia la doppia elica di DNA (2), passa un segmento di DNA attra- 
verso l'apertura (3, 4), e risalda l'interruzione (5). Questo cambia la 
direzione dell'avvolgimento nella forma sinistrorsa così che il nume- 
ro di legame L del DNA è diminuito di 2. 


Figura 28.42 Dimostrazione, in cui il DNA è rappresentato da un 
nastro, che tagliando un cerchio a doppia elica, passando il filamento 
attraverso l'apertura che ne risulta e quindi risigillando l'interruzione 
si cambia il numero di legame di due. La separazione dei filamenti 
risultanti (aprendo il nastro nel senso della sua lunghezza) mostra 
che un filamento compie due rivoluzioni complete intorno all’altro. 
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Il DNA avvolge 
l'enzima con una 
} spira destrorsa 


L'enzima produce 
nel DNA un taglio 
attraverso la doppia 
elica 


Il segmento di 
DNA passa 
attraverso 
l'interruzione 


L'enzima risalda 
l'interruzione 


Il numero di 
legame L della 
spira sinistrorsa 
che ne risulta è 
diminuito di 2 
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Il comportamento in elettroforesi su gel di cerchi 
di DNA duplex esposti all’azione della DNA girasi, 
con o senza ATP, mostra uno schema di bande in 
cui i numeri di legame differiscono per aumenti di 
due anziché di uno come avviene con gli enzimi di 
taglio e saldatura. Quest’osservazione rappresenta una 
forte evidenza che la DNA girasi agisce tagliando en- 
trambi i filamenti di un duplex, facendo passare il 
duplex attraverso l’interruzione e richiudendola (Fig. 
28.42). Questa ipotesi è sostenuta dall’osservazione che 
quando la DNA girasi è incubata con DNA e acido 
ossolinico, ed è quindi denaturata con cloruro di gua- 
nidio, le sue subunità A rimangono covalentemente 
legate, mediante legami con fosfotirosina, all’estre- 
mità 5’ di entrambi i filamenti tagliati. Apparente- 
mente, l’acido ossolinico interferisce con l’azione della 
girasi bloccando il processo di rottura e ricongiungi- 
mento del filamento. La novobiocina, invece, impe- 
disce il legame dell’ATP con l’enzima. 

L'esposizione di un complesso girasi-DNA alla nu- 
cleasi dello Staphylococcus protegge'il DNA dalla de- 
gradazione da parte della nucleasi in corrisponden- 
za di un frammento di 140 bp che ha il suo centro 
approssimativamente sul sito di taglio della girasi. 
La lunghezza di questo frammento protetto suggeri- 
sce che il DNA sia avvolto intorno all’enzima. Questa 
osservazione ha portato Nicholas Cozzarelli a 
proporre il meccanismo di azione del complesso 
girasi-DNA illustrato nella Fig. 28.43. Esso è definito 
il meccanismo a inversione di segno perché con- 
verte un superavvolgimento toroidale destrorso in 

*un avvolgimento toroidale sinistrorso. 


6. LA DETERMINAZIONE DELLA 
SEQUENZA DEGLI ACIDI NUCLEICI 


La strategia di base della determinazione della 
sequenza degli acidi nucleici è identica a quella della 
determinazione della sequenza delle proteine (para- 
grafo 6.1). Essa coinvolge: 


GCACUUGA 


Fosfodiesterasi di 
veleno di serpente 


GCACUUGA 
GCACUUG 
GCACUU 
GCACU 

GCAC 

GCA 

GC + mononucleotidi 


Figura 28.44 La determinazione della sequenza di un oligonucleoti- 
de mediante digestione parziale con fosfodiesterasi di veleno di ser- 
pente. Questo enzima taglia sequenzialmente i nucleotidi a partire 
dall’estremità 3’ di un polinucleotide che abbia un gruppo 3°-OH 
libero. La digestione parziale di un oligonucleotide con fosfodieste- 
rasi di veleno di serpente genera una miscela di frammenti di tutte 
le lunghezze, come indicato, che possono essere separati cromato- 
graficamente. Il confronto delle composizioni di basi di coppie di 
frammenti che differiscono in lunghezza di un nucleotide stabilisce 
l'identità del nucleotide 3‘-terminale del frammento più grande. In 
questo modo si può determinare la sequenza di basi dell’oligonu- 
cleotide. 


Prima del 1975, tuttavia, le tecniche di seduenzia- 
mento degli acidi nucleici erano molto indietro ri- 
spetto alle tecniche di sequenziamento delle protei- 
ne soprattutto perché non erano disponibili endo- 
nucleasi che fossero specifiche per sequenze più 
grandi di un nucleotide. Gli acidi nucleici erano in- 
vece tagliati in frammenti relativamente corti me- 
diante digestione parziale con enzimi come la ribo- 
nucleasi T1 (derivata dall’Aspergillus oryvzae), che 
taglia l’RNA dopo i residui di guanina, o la ribonu- 
cleasi A pancreatica, che taglia dopo i residui di 
pirimidina. Non esisteva, inoltre, per i polinucleoti- 
di una reazione affidabile analoga alla degradazione 
di Edman per le proteine (paragrafo 6.1A). Di con- 
seguenza, i frammenti polinucleotidici erano sequen- 
ziati grazie alla loro digestione parziale con una di 
queste due esonucleasi (enzimi che sequenzialmen- 
te tagliano i nucleotidi a partire da un’estremità di 
un filamento polinucleotidico): la fosfodiesterasi del 
veleno di serpente, che rimuove i residui a parti- 


re dall’estremità 3’ di un polinucleotide (Fig. 28.44), 
SPA 1. La degradazione specifica e il frazionamento del o la fosfodiesterasi della milza, che fa lo stesso 

Tagliare l’ansa i filamenti della ; ; RES ; - . ; NI ni 
x MsGpis slice doppia elica polinucleotide di interesse in frammenti abbastan- a partire dall’estremità 5‘. I frammenti oligonucleo- 
e passare il filamento ® Risaldare nel senso za piccoli da poter essere interamente sequenziati. tidici risultanti erano identificati mediante la loro 
attraverso l'interruzione l'interruzione della lunghezza 2. La determinazione della sequenza di frammenti mobilità cromatografica ed elettroforetica. La deter- 
- È individuali. minazione della sequenza dell’RNA in questo modo 


3. La messa in ordine dei frammenti mediante la è un processo lungo e faticoso. 
ripetizione delle fasi precedenti utilizzando una Il primo acido nucleico biologicamente significati- 
procedura di degradazione che generi un grup- vo ad essere sequenziato è stato quello del tRNA 
po di frammenti polinucleotidici che siano so- dell’alanina di lievito (paragrafo 30.2 A). La determi- 
vrapposti ai punti di taglio del primo di questi nazione della sequenza di questa molecola di 76 nu- 
gruppi. cleotidi da parte di Robert Holley, una fatica durata 
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7 anni, è stata completata nel 1965, quasi 12 anni 
dopo che Frederick Sanger aveva determinato la se- 
dquenza amminoacidica dell’insulina. Questa sequen- 
za è stata seguita, a un passo via via più veloce, dalla 
determinazione della sequenza di >300 specie di 
{RNA e di RNA ribosomiale 5S (paragrafo 30.3A) di 
svariati organismi. L’arte di sequenziare l’RNA me- 
diante queste tecniche ha raggiunto il suo apice, nel 
1976, con la determinazione della sequenza, da parte 
di Walter Fiers, dell’intero genoma di 3 569 nucleoti- 
di del batteriofago MS2. Al confronto, la determi- 
nazione della sequenza del DNA era in una fase an- 
cora più primitiva a causa della mancata disponibili- 
tà di endonucleasi che digerissero il DNA con una 
qualunque specificità di sequenza. 

Dal 1975 ci sono stati incredibili progressi nella 
tecnologia della determinazione della sequenza de- 
gli acidi nucleici. Ciò è stato reso possibile da tre con- 
quiste: 


1. La scoperta delle endonucleasi di restrizione, 
enzimi che tagliano il DNA duplex in corrispon- 
denza di sequenze specifiche. 

2. Lo sviluppo di tecniche di determinazione della 
sequenza del DNA. 

3. Lo sviluppo di tecniche di clonaggio molecola- 
re (paragrafo 28.8), che permettono l’acquisizio- 
ne di un qualunque segmento di DNA identifica- 
bile nelle quantità necessarie per la determina- 
zione della sequenza. Il loro uso è necessario poi- 
ché la maggior parte delle sequenze specifiche 
di DNA sono normalmente presenti in un geno- 
ma solo in singola copia. 


Queste procedure sono ampiamente responsabili della 
attuale «rivoluzione» nella biologia molecolare che è 
discussa nei prossimi capitoli. L’uso delle endonucleasi 
di restrizione e le tecniche di sequenziamento del 
DNA sono il soggetto di questo paragrafo. 

Il ritmo di sequenziamento degli acidi nucleici ‘è 
diventato così rapido che la determinazione diretta 
di una sequenza amminoacidica di una proteina è 
molto più difficile della determinazione della sequen- 
za di basi del suo gene corrispondente (anche se le 
sequenze di amminoacidi e di basi forniscono infor- 
mazioni complementari; paragrafo 6.1K). C'è stato un 
tale afflusso di nuove sequenze di DNA (fino ad ora 
circa 40 milioni di basi che aumentano al ritmo di 
10 milioni di basi per anno) che solo i computer pos- 
sono tenerne traccia. Uno dei recenti capolavori del- 
l’arte del sequenziare è stata la determinazione del- 
l’intera sequenza di 172 282 bp del DNA del virus 
di Epstein-Barr (un herpesvirus umano). C'è ora 
in progetto la determinazione della sequenza dei 2,9 
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miliardi di bp del genoma umano (anche se la porta- 
ta di questo progetto è tale che, anche se la velocità 
di sequenziamento del DNA aumentasse come si spe- 
ra a 1 milione di bp al giorno, il progetto richiede- 
rebbe comunque quasi 10 anni per poter essere com- 
pletato). 


A. Le endonucleasi di restrizione 


1277]I batteriofagi che si propagano efficientemente 
su di un ceppo batterico come il K12 di E. coli, hanno 
una velocità d’infezione molto lenta (0,001%) in un 
ceppo batterico correlato come l’E. coli B. La scarsa 
progenie virale di quest’ultima infezione, però, si pro- 
paga efficientemente nel nuovo ospite e solo in mo- 
do molto scarso nell’ospite originario. Qual è la base 
molecolare di questo sistema di modificazione 
ospite-specifico? Werner Arber ha mostrato che es- 
so deriva da un sistema di modificazione della 
restrizione nell’ospite batterico che consiste di una 
endonucleasi di restrizione e della corrisponden- 
te metilasi di modificazione. L’endonucleasi di re- 
strizione riconosce una sequenza specifica di basi che 
va dalle quattro alle otto basi nel DNA a doppio fila- 


mento e taglia entrambi i filamenti del duplex. La . 


metilasi di modificazione metila una base specifica 
(di solito in corrispondenza del gruppo amminico di 
un residuo di adenina o della posizione 5 di una cito- 
sina) nella stessa sequenza di basi riconosciuta dal- 
l'enzima di restrizione. L'enzima di restrizione non 
taglia il DNA modificato in questo modo. Un fila- 
mento di nuova replicazione di DNA batterico, che 
è protetto dalla degradazione ad opera del filamento 
parentale metilato con cui forma un duplex, viene 
modificato prima del successivo ciclo di replicazio- 
ne. Si ritiene quindi che il sistema di modificazione 
della restrizione protegga il batterio contro l’invasio- 
ne da parte di DNA estranei (di solito virali) che, una 
volta che sono stati tagliati da una endonucleasi di 
restrizione, vengono ulteriormente degradati dalle 
esonucleasi batteriche. I DNA invasori vengono mo- 
dificati solo raramente prima di essere attaccati da- 
gli enzimi di restrizione. Una volta che un genoma 
virale è stato modificato, però, è in grado di ripro- 
dursi nel suo nuovo ospite. La sua progenie, però, 
non risulta più modificata nel modo che le permette 
di propagarsi nell’ospite originale. 

Si conoscono tre tipi di endonucleasi di restrizione. 
Gli enzimi di restrizione di Tipo I e di Tipo HI pre- 
sentano sia l’attività endonucleasica che quella meti- 
lasica sulla stessa molecola proteica. Gli enzimi di re- 
strizione di Tipo I tagliano il DNA in corrisponden- 
za di un sito forse casuale localizzato per lo meno 
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Tabella 28.5 Siti di riconoscimento e di taglio di alcuni 
enzimi di restrizione di Tipo Il 


Sequenza di 


Enzima i ondicimento* Microorganismo 
"re 94 =TTTT# 6 55;5£:-€.f$ 990 _1{I1[’ 
Alul AGÎCT Arthrobacter luteus 
Bambi GJGATC*C Bacillus amyloliquefaciens H 
Bgll GCCNNNNI Bacillus globigii 

NGCC 
Bglil ALGATCT Bacillus globigii 
EcoRI GIAA*TTC Escherichia coli RY13 
EcoRII ICC*(A/MGG Escherichia coli R245 
FnuDI GGIÌCC Fusobacterium nucleatum D 
Haell PuGCGCIPy Haemophilus aegyptius 
Haelll GGICIC Haemophilus aegyptius 
Hindi A*|AGCTT Haemophilus influenzae Rq 
Hpall CIC*GG Haemophilus parainfluenzae 
Pstl CTGCAI!G Providencia stuartii 164 
Sall GITCGAC Streptoriyces albus G 
Tag! TICGA* Thermus aquaticus 
Xhol CITCGAG Xanthomonas holcicola 


“ La sequenza di riconoscimento è abbreviata in modo da fornire solo un fila- 
mento, da leggersi dal 5’ al 3°. II sito di taglio è rappresentato da una freccia 
(5) e la base modificata, dove sia nota, è indicata con un asterisco (A* è 
N-metiladenina e C* è 5-metilcitosina). Pu, Py e N rappresentano rispettiva- 
mente una purina, una pirimidina e un nucleotide qualunque. 


Fonte: Roserts, R.}., Methods Enzymol., 68, pp. 27-41, 1979. 


a 1000 bp dalla sequenza di riconoscimento, mentre 
gli enzimi di Tipo III tagliano a 24-26 bp dalla se- 
quenza di riconoscimento. Gli enzimi di restrizione 
di Tipo II, però, che sono stati scoperti e caratteriz- 
zati da Hamilton Smith e Daniel Nathans alla fine 
degli anni 60, sono entità separate dalle loro corri- 
spondenti metilasi di modificazione. Essi tagliano i 
DNA in corrispondenza di siti specifici all’interno della 
sequenza di riconoscimento, una proprietà che rende 
gli enzimi di restrizione di Tipo II strumenti biochi- 
mici indispensabili per la manipolazione del DNA. Nel 
l’ultima parte di questo paragrafo parleremo solo de- 
gli enzimi di restrizione di Tipo II. 

Sono state caratterizzate oltre 500 specie di enzimi 
di restrizione di Tipo II con > 100 diverse specificità 
e derivate da una gran varietà di batteri. Parecchie 
delle specie più largamente usate sono elencate nella 
Tabella 28.5. Un’endonucleasi di restrizione prende 
il nome dalla prima lettera del genere del batterio 
che la produce e dalle prime due lettere della sua 
specie, seguite dal suo sierotipo o dalla designazione 
di ceppo, se ce l’ha, e da un numero romano se il 
batterio contiene più di un tipo di enzima di restri- 
zione. EcoRI, per esempio, è prodotto dal ceppo di 
E. coli RY13. 


La maggior parte delle endonucleasi 
di restrizione riconosce sequenze 
di DNA palindromiche 


La maggior parte dei siti di riconoscimento de- 
gli enzimi di restrizione possiede una simmetria ro- 
tazionale esatta come è schematizzato nella Fig. 28.45. 
Tali sequenze sono note come palindromi. 


Una palindrome è una parola, un verso o una frase 
che si legge sia da destra che da sinistra. Due esempi 
sono «Madam, I'm Adam» e «Sex at noon taxes», o in 
italiano «Anna», «Ebe» ecc. 


Molti enzimi di restrizione, come EcoRI (Fig. 28.450), 
catalizzano il taglio dei due filamenti di DNA in cor- 
rispondenza di posizioni che sono simmetricamente 
sfalsate rispetto al centro della sequenza di ricono- 
scimento palindromica. Questo genera frammenti di 
restrizione con estremità complementari a filamento 
singolo che sono lunghi da uno a quattro nucleotidi. 
I frammenti di restrizione con tali estremità coesi- 
ve possono associarsi per appaiamento di basi com- 
plementari con altri frammenti di restrizione gene- 
rati dallo stesso enzima di restrizione. Alcuni tagli 
di restrizione, come quello di AluI (Fig. 28.45b), pas- 
sano attraverso l’asse di simmetria della palindrome 
generando frammenti di restrizione con estremità 
tronche non coesive interamente appaiate. Dato che 
una certa base ha un quarto di probabilità di trovar- 
si a una qualunque posizione nucleotidica (assumen- 
do che il DNA abbia un’uguale proporzione di tutte 
le basi), un enzima di restrizione con un sito di rico- 
noscimento di n-coppie di basi produce frammenti 
di restrizione che sono, in media, lunghi 4" coppie 
di basi. I frammenti di restrizione quindi di Alul (se- 
quenza di riconoscimento di 4 bp) e di EcoRI (sequen- 
za di riconoscimento di 6 bp) dovrebbero avere una 
lunghezza media di 45=256 e 45=4096 bp rispetti- 
vamente. 
(a) Eco RI (b) Alul 


7 Y 


5'—GITATATT_T_-C_3' S'-ATG+C—T—-3' 

L Sa SA MR a: 

3T-C_T7TTATATGTS' 3'T7CTGTATS 
» è 
I | 


} Sito di taglio + Asse di simmetria 


Figura 28.45 Le sequenze di riconoscimento delle endonucleasi di 
restrizione (a) ECORI e (b) Alul con illustrata la loro simmetria palin- 
dromica e i loro siti di taglio. 
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La struttura ai raggi X del complesso 
EcoRI- DNA rivela le basi molecolari della sua 
specificità di riconoscimento 


La struttura ai raggi X della endonucleasi 
EcoRI sotto forma di complesso con un segmento di 
DNA-B contenente il sito di riconoscimento dell’enzi- 
ma determinata da John Rosenberg prevede che il 
DNA si leghi nel solco simmetrico tra le due subunità 
identiche di 276 residui dell’enzima dimerico (Fig. 
28.46) rendendo conto così della sequenza di ricono- 
scimento palindromica del DNA. Secondo questo mo- 
dello, la proteina induce il DNA ad attorcigliarsi in 
tre punti in modo che il DNA risulti parzialmente svol- 
to così da allargare la scanalatura principale in corri- 
spondenza del sito di riconoscimento. La specificità di 
riconoscimento deriverebbe da una stretta associazio- 
ne complementare della proteina con la scanalatura 
principale del DNA che coinvolge 12 legami idrogeno 
tra le catene laterali di Glu 144, Arg 145 e Arg 200 
su entrambe le subunità della proteina e le basi puri- 
niche del sito di riconoscimento palindromico. 

Un nuovo studio della struttura ai raggi X del com- 
plesso endonucleasi EcoRI - DNA, però, basato su nuo- 
vi dati di diffrazione dei raggi X, ha imposto una 
notevole revisione del modello strutturale preceden- 
temente pubblicato. Anche se la conformazione del 
DNA e la forma complessiva della proteina erano state 
riportate in modo corretto, il ripiegamento dello sche- 
letro polipeptidico di quest’ultima (Figg. 28.46b e c) 
e le posizioni delle catene laterali di amminoacidi lun- 
go lo scheletro sono stati modificati in modo sostan- 
ziale. È stato, di conseguenza, significativamente re- 


Figura 28.46 La struttura ai raggi X del complesso endonucleasi Éco- 
RI: DNA. (a) Un modello spaziale che mostra il DNA duplex legato 
alla proteina dimerica visto lungo l’asse di simmetria del complesso. 
Le due subunità della proteina dimerica sono colorate in giallo e in 
arancione mentre i filamenti identici del DNA sono in verde e in 
blu. (b) Disegno a nastro di una subunità dell’endonucleasi EcoRI 
che interagisce con la scanalatura principale del DNA. L'angolo di 
visuale è a — 90° da quello della parte (a). () Un modello a scheletro 
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visionato anche il modello che descrive come la pro- 
teina interagisca con il DNA. 


Le mappe di restrizione forniscono un mezzo 
per caratterizzare una molecola di DNA 


Il trattamento del DNA con un’endonucleasi di 
ABCDEFGHI 


Figura 28.47 Elettroforesi su gel di agarosio di digeriti del plasmide 
pAgK84 di Agrobacterium radiobacter con (A) BamHI, (B) Psti, (O) 
Bglii, (D) Haelll, (E) Hincll, (F) Sacl, (G) Xbal e (H) Hpal. La linea 
(1) contiene DNA del fago \ digerito con Hindill come standard, dato 
che i suoi frammenti hanno dimensioni note. (Fonte: SOTA, }. E. e 
FARRAND, S. F., Plasmid, 8, p. 180, 1982. Copyright © 1982 Acade- 
mic Press.) 


del complesso visto lungo l’asse dell'elica del DNA che mostra lo 
scheletro polipeptidico della proteina e gli atomi non-idrogeno del 
DNA. Le due subunità della proteina sono disegnate in giallo e in 
rosa mentre il DNA è in blu. (parti (a) e (c) per gentile concessione 
di John M. Rosenberg, University of Pittsburg. Parte (b), ROSENBERG, 
J. M., MCCLARIN, ]. A., FREDERICK, C. A., WanG, B.-C., GRABLE, Li, 
Bover, H. W. e Greene, P., Trends Biochem. Sci., 12, p. 396, 1987.) 
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restrizione produce una serie di frammenti definiti 
precisamente che possono essere separati a seconda 
delle loro dimensioni mediante elettroforesi su gel 
(Fig. 28.47). I filamenti singoli complementari posso- 
no essere separati sia aprendo il DNA e sottoponen- 
dolo ad elettroforesi su gel, o per ultracentrifugazio- 
ne su gradiente di densità in CsCl alcalino. La sequen- 
za dei singoli filamenti può essere determinata con 
uno dei metodi descritti più avanti. Se un segmento 
di DNA è troppo lungo per essere sequenziato, può 
essere ulteriormente frammentato con un secondo 
ecc., enzima di restrizione prima che i suoi filamenti 
siano separati. 

Un diagramma di una molecola di DNA che mo- 
stra le posizioni relative di vari enzimi di restrizione 
è chiamato la sua mappa di restrizione. Una simile 
mappa è derivata sottoponendo il DNA a digestione 
con due o più enzimi di restrizione, sia individual- 
mente che miscelati. Si può costruire una mappa di 
restrizione paragonando la lunghezzà dei frammen- 
ti nei vari digeriti, determinata per esempio median- 
te la loro mobilità elettroforetica. Considerate per 
esempio la molecola di DNA lineare di 4 kilobasi (kb) 
che viene tagliata da BamH1, Hindlll e dalla loro mi- 
scela nei frammenti dalla lunghezza indicata nella 
Fig. 28.48a. Questa informazione è sufficiente per de- 


Figura 28.49 Una mappa di restrizione 
del DNA circolare di 5 243 bp di SV40. 
Il cerchio centrale indica le coordinate del- 
la mappa delle frazioni rispetto al singolo 
sito di restrizione per EcoRI. Le lettere A, 
8, C, ... in ciascun anello rappresentano 
i vari frammenti di restrizione dell’enzi- 
ma di restrizione corrispondente in ordi- 
ne di lunghezza decrescente. (Fonte: Na- 
THans, D., Science, 206, p. 905, 1979.) 


(a) HindIII 
+ 
HindlIl BamHI BaumHI 
2,8 kb «» 


(6) . 
BamHI pat BamHI 


tt 


(o) 1,8 2,8 3.1 4,0 kb 
l— 18» 1,0 +++ 0,9 —+| kb 


0,3 


Figura 28.48 (a) Il comportamento elettroforetico di digeriti di una 
ipotetica molecola di DNA con Hindill, BamHI e la loro miscela. 
Sono indicate le lunghezze dei vari frammenti. (b) La mappa di restri- 
zione del DNA come risulta dalle informazioni della Parte (a). Questa 
mappa è equivalente ad una che sia stata rovesciata, da destra a sinistra. 
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durre le posizioni dei siti di restrizione nel DNA in- 
tatto e quindi per costruire la mappa di restrizione 
schematizzata nella Fig. 28.48b. La mappa di restri- 
zione del cromosoma di SV40 è illustrata nella Fig. 
28.49. I siti di restrizione sono punti di riferimento 
fisici su una molecola di DNA che sono facilmente 
localizzati. Le mappe di restrizione costituiscono quin- 
di una conveniente intelaiatura su cui situare parti- 
colari sequenze di basi di un cromosoma e per stima- 
re il grado di differenza tra cromosomi correlati. 


I polimorfismi della lunghezza dei frammenti 
di restrizione rappresentano marcatori utili 
per la caratterizzazione dei geni 


Nell'uomo e in altre specie, l’individualità deri- 
va dal grado di polimorfismo genetico; cromosomi 
umani omologhi differiscono in sequenza, in media, 
ogni 200-500 bp. Queste differenze genetiche creano 
o eliminano siti di restrizione. I digeriti con enzimi 
di restrizione dei segmenti corrispondenti di cromo- 
somi omologhi contengono quindi frammenti di lun- 
ghezze differenti; questi DNA, cioè, mostrano un po- 
limorfismo della lunghezza dei frammenti di re- 
strizione (RFLP; Fig. 28.50). 

Gli RELP sono marcatori utili per l’identificazione 
di differenze tra cromosomi (Fig. 28.51). Essi sono 
particolarmente preziosi per la diagnosi di malattie 
ereditarie di cui non è noto il difetto molecolare. Se 
un particolare RFLP è legato così strettamente a un 
gene difettoso che le possibilità di ricombinazione 
tra i due sono molto scarse di generazione in genera- 
zione (ricordate che la probabilità di ricombinazione 
tra due geni aumenta con la loro separazione fisica 


Figura 28.50 Una mutazione che interessi Allele I Allele II 
un sito di restrizione in un segmento di DNA hi 
altera il numero e le dimensioni dei fram- Ii DNA ha Il DNA ha solo 
menti di restrizione. 3 siti bersaglio 2 dei siti bersaglio 
1 2 3 1 3 
aprano VAFVAIVAVAAIVARI 
|A —|<B»| |e__—_C — —»- | 
Tagliare con un 
enzima di restrizione 
e sottoporre ad 
elettroforesi È 
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Albero genealogico e genotipi 


p 
CD | AA BD | 88 


AC - BB 


AB AB BC BC BC AB 


Alleli 


Figura 28.51 Gli RFLP vengono ereditati seguendo le regole della 
genetica mendeliana. Quattro alleli di un particolare gene, ciascuno 
caratterizzato da diversi marcatori di restrizione possono essere pre- 
senti in tutte le possibili combinazioni e segregare indipendentemen- 
te in ogni generazione (i cerchi rappresentano le femmine e i quadrati 
i maschi). Nella generazione P (parentale) due individui sono eterozi- 
goti (CD e BD) e gli altri due sono omozigoti (AA e BB) per il gene 
in questione. | loro figli, la generazione F,, sono AC e BB. Di conse- 
guenza, ogni individuo della generazione F) (nipoti) ha ereditato una 
A o una € dalla loro madre ed una B dal loro padre. (Per gentile 
concessione di Ray White, University of Utah Medical School.) 


su un cromosoma; paragrafo 27.1C), allora l’indivi- 
duazione di quell’RFLP in un individuo indica che 
l'individuo ha ereditato anche il gene difettoso. La 
corea di Huntington, per esempio, una degenera- 
zione neurologica progressiva e invariabilmente fa- 
tale, i cui sintomi compaiono intorno ai 40 anni, è 
causata da un difetto genetico dominante ma ancora 
sconosciuto. L'identificazione di un RFLP che è stret- 
tamente associato al gene difettoso di Huntington ha 
consentito ai figli di vittime della chorea di Hunting. 


Il frammento C ha le 

stesse dimensioni della 
A combinazione dei 
frammenti A+B 


— 8 
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ton (il 50% dei quali eredita questa condizione deva- 
stante) di prendere decisioni informate sulla propria 
vita. Allo stesso modo, l’identificazione di RFLP asso- 
ciati con i difetti genetici che causano la fibrosi ci- 
stica (una malattia autosomica recessiva debilitante 
e spesso fatale; gli eterozigoti, che sono il 5% della 
popolazione caucasica, sono asintomatici), e la distro- 
fia muscolare di Duchenne (una malattia degene- 
rativa del muscolo legata al cromosoma X che è inva- 
riabilmente fatale entro i 25 anni di età) hanno per- 
messo la diagnosi in utero di queste forme morbose. 
(Notate che la disponibilità di analisi del feto ha in 
realtà aumentato il numero delle nascite poiché mol 
te coppie che sapevano di essere a rischio per il con- 
cepimento di un bambino affetto da un difetto gene- 
tico prima sceglievano di non avere figli.) 

Gli RFLP sono anche marcatori preziosi per l’isola- 
mento e quindi la determinazione della sequenza dei 
geni sconosciuti ma ad essi strettamente legati. La 
prima fase, infatti, nella sequenza del genoma uma- 
no, che è già in atto, è di identificate una serie di 
— 100 marcatori equidistanti su ciascuno dei 23 cro- 
mosomi umani. 


8. Il metodo del taglio chimico 


11282) Dopo il 1975, sono stati sviluppati parecchi me- 
todi per la determinazione rapida della sequenza di 
lunghi tratti di DNA. Due di essi, il metodo del ta- 
glio chimico di Allan Maxam e Walter Gilbert (Fig. 
28.52), e la procedura della terminazione della ca- 
tena di Frederick Sanger (lo stesso ricercatore che 
è stato il pioniere della determinazione della sequen- 
za amminoacidica delle proteine), sono ampiamente 
utilizzati e sono responsabili del grande numero di 
sequenze di DNA che sono state determinate. Nel 
resto di questo paragrafo discuteremo tanto dei me- 
todi di taglio chimico e di terminazione della catena 
quanto dei metodi per la determinazione della se- 
quenza dell'RNA. 


Una estremità del DNA 
deve essere radiomarcata 


[1283] Il primo passaggio nel metodo del taglio chimi- 
co è di marcare radioattivamente un’estremità del 
DNA, di solito l’estremità 5’, con 5°P. Se il DNA ha 
già un gruppo fosfato 5‘, questo deve essere prima 
rimosso mediante trattamento con fosfatasi alcali- 
na di E. coli. 

L’estremità 5/ viene quindi marcata tramite una rea- 
zione con [y-#*P]ATP catalizzata dalla polinucleoti- 
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de chinasi derivata da E. coli infettati dal batteriofa- 
go T4: 
t») 


Ni N) Ng 
©. ISS 
DNA 


{y-3°P]ATP 


Polinucleotide chinasi 
ADP 


N Ng 


Il DNA viene tagliato in modo base-specifico 


[1284] La strategia di base del metodo del taglio chi- 
mico è di tagliare specificamente il DNA marcato ad 
una- estremità solo in corrispondenza di un tipo di 
nucleotide e in condizioni tali che ciascuna molecola 
venga rotta in media in corrispondenza di un solo 
legame suscettibile localizzato a caso. Questo genera 
una serie di frammenti radioattivi i cui membri si 
estendono dall’estremità marcata con *P ad una del- 
le posizioni occupate dalla base scelta. Per esempio. 
se il DNA che deve essere sequenziato è 


3°P._TGTAGGAGCT 


un taglio in corrispondenza del lato 5’ dei residui 


G, per esempio, produrrà il seguente gruppo di fram- 
menti marcati al 5°: 


3°P_TGTAGGA 
3°P_TGTAG 
32P-TGTA 
3P.T 


Un’elettroforesi su gel di poliacrilamide separa que- 
sti frammenti a seconda della loro dimensione. Quindi 
le posizioni dei residui G nel DNA possono essere iden- 
tificate dalle relative posizioni sul gel dei loro corri- 
spondenti frammenti marcati con *°P e rivelate tra- 
mite autoradiografia. (I frammenti di taglio non mar- 
cati ovviamente non si vedono con questa procedu- 
ra.) Perché questo metodo funzioni il gel deve avere 
un potere di risoluzione sufficiente per separare in 
modo non ambiguo frammenti che differiscono in 
lunghezza di un solo nucleotide. 


III III iii III 
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Il DNA che deve essere sequenziato può essere ta- 
gliato in corrispondenza di basi specifiche sottopo- 
nendolo, in aliquote separate, a quattro trattamenti 
diversi: 


1. Solo G 
Il DNA viene fatto reagire con dimetil solfato 
(DMS), che metila i residui G sull’azoto N(7), ren- 
dendo quindi il legame glicosidico del residuo me- 
tilato suscettibile all’idrolisi (Fig. 28.520). Il tratta- 


mento successivo con piperidina taglia la catena 
polinucleotidica prima del residuo depurinato. 
2. A+G 

DMS metila preferenzialmente i residui A sull’a- 
zoto N(3) invece che N(7) e quindi il suddetto trat- 
tamento taglia il DNA in corrispondenza dei resi- 
dui A a solo circa un quinto della velocità a cui 
taglia in corrispondenza dei residui G. Se, invece, 
il DNA viene trattato con acido sia A che G ven- 
gono rilasciate ad un ritmo paragonabile gene- 


(a) (0) (0) CHa 
N 
O HN | È) 
Ì 
CH1-0-S—0—CHa : HN Ny N 
O) 


Dimetilsolfato (DMS) 


Î 


(0) 
H H 
î H 
a 
DNA di CH 
Ì 
OH HN N 
LI? 
HN Ny N 
s t 7-metilguanina 
. N a 
Lul di ei 
O-P_0—-CH» OH i iperidina ue tesi 
lo) (a H H CH=N i ce lo) H H CcH=0 
H 5 H 
n H H30 ol H 
30279 i i 
O 


‘0-P_0 + CH; 
o 150 REN ) 
Von=cf 


DNA tagliato 


Àh 


Figura 28.52 Le reazioni usate nel metodo del taglio chimico per » 
tagliare il DNA in corrispondenza di basi specifiche. (a) Reazioni che 
tagliano il DNA prima dei residui G. Sia A che G sono tagliate se 
queste basi sono protonate invece che metilate. (b) (pagina a fronte) 
Reazioni che tagliano il DNA prima dei residui C. | residui T reagi- 
scono in modo analogo ma la loro reazione è soppressa in NaCl 
1,5M. 
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rando lo stesso prodotto depurinato indicato nel- 
la Fig. 28.52a. Il trattamento con piperidina quin- 
di determina il taglio del filamento prima sia dei 
residui A che dei residui G. I residui A vengono 
identificati paragonando le posizioni dei tagli di 
G e di A+G. 
3. C+T 

Il trattamento del DNA con idrazina (NH-;-NH)) 
seguito da quello con piperidina ne determina il 
taglio prima dei residui sia C che T (Fig. 28.52b). 


(5) NH, 


°) H,N— NHy 
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Ni No Nz 
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Î CHo OH O-P_0T—-CHy OH Il 
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4. Solo C 


Se il DNA viene trattato con idrazina in 1,5M 
NaCl, reagiscono apprezzabilmente solo i residui 
C. Quindi, come per le purine il confronto delle 
posizioni di taglio di C e di C+T identifica i resi- 
dui T. 


In tutte e quattro le reazioni le condizioni vengono 
aggiustate in modo che i filamenti vengano tagliati 
in media una volta ciascuno in una posizione localiz- 
zata a caso. 


I frammenti di taglio vengono separati 
a seconda delle loro dimensioni 

1285] I quattro campioni del DNA frammentati in mo- 
do diverso, A +G, G, C e C+ T, sono simultaneamen- 
te sottoposti ad elettroforesi in linee parallele su di 
un gel di sequenza. Questo è un gel di poliacrilami- 


A-G G Co CT 


1 nie: 


AU_10 
sol» 


DO 


PO ONHHDOO 
AOAA0- 


r-409) 
#0 QD 


Figura 28.53 Autoradiografia di un gel di sequenza contenente fram- 
menti di un segmento di DNA trattato secondo il metodo del taglio 
chimico per l’analisi della sequenza. Il DNA era marcato con 2p 
alla sua estremità 5°. La sequenza dedotta del DNA è scritta di fianco 
al gel. Poiché i frammenti più corti, che hanno la spaziatura più larga, 
sono sul fondo del gel, la direzione 5" —— 3° nella sequenza corri- 
sponde alla direzione dal basso verso l'alto nel gel. (Per gentile con- 
cessione di David Dressler, Harvard University Medical School.) 


de lungo e sottile (sottile fino a 0,1 mm e lungo fino 
a 200 cm). 

Esso contiene —8M urea e viene corso a circa 70 
°C in modo da eliminare tutte le associazioni di tipo 
legami idrogeno. Queste condizioni assicurano che i 
frammenti di DNA si separino solo a seconda delle 
loro dimensioni. La sequenza del DNA può quindi es- 
sere letta direttamente da un’autoradiografia del gel 
di sequenza come è indicato nella Fig. 28.53. Esistono 
inoltre dei dispositivi computerizzati per aiutare que- 
sta lettura. Un singolo gel non è tuttavia in grado 
di risolvere molto più di 100 frammenti consecutivi. 
Questa limitazione è aggirata mediante l’elettrofore- 
si di tre gruppi dei quattro campioni trattati in mo- 
do diverso per tempi successivamente più lunghi in 
modo da risolvere al meglio i frammenti più corti, 
gli intermedi e i più lunghi, rispettivamente. In que- 
sto modo, la sequenza di basi di un frammento di 
DNA di 200-300 nucleotidi può essere normalmente 
determinata da un singolo gruppo di reazioni di se- 
quenza (anche se progressi tecnici stanno aumentan- 
do costantemente questo numero). 

Poiché il taglio base-specifico distrugge il nucleoti- 
de corrispondente, non c’è un frammento che corri- 
sponda al nucleotide 5’-terminale. Inoltre, il mono- 
nucleotide che identifica la seconda base di solito non 
è identificabile su di un gel. L'identità di questi due 
nucleotidi può essere determinata sequenziando il fi- 
lamento complementare che, dato altrettanto impor- 
tante, costituisce una verifica della sequenza del pri- 
mo filamento. 


C. Il metodo della terminazione 
della catena 


[1286] Il metodo della terminazione della catena uti- 
lizza l’enzima di E. coli DNA polimerasi I per fare 
copie complementari del DNA a singolo filamento che 
deve essere sequenziato. Sotto la direzione del fila- 
mento che viene replicato (il filamento stampo) la 
DNA polimerasi I organizza i quattro deossinucleo- 
sidi trifosfato, AATP, ACTP, AGTP e ATTP in una ca- 
tena polinucleotidica complementare che essa allun- 
ga in direzione 5° > 3° (Fig. 28.54). La DNA poli- 
merasi I può aggiungere sequenzialmente deossiri- 
bonucleotidi solo all'estremità 3’ di un polinucleoti- 
de. Per iniziare la replicazione, quindi, essa necessita 
della presenza dell’estremità 5’ della catena (un pri- 
mer) che viene sintetizzata come complesso stabile 
di basi appaiate con lo stampo. Se il DNA che deve 
essere sintetizzato è un frammento di restrizione, co- 
me capita di solito, esso inizia e finisce con un sito 
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Figura 28.54 La replicazione del DNA ca- 
talizzata dalla DNA polimerasi |. Sotto la 
direzione del filamento stampo il primer 
viene allungato dall’aggiunta, uno alla vol- 
ta, di nucleotidi complementari nella di- 
rezione 5° — 3’ sul polinucleotide in 
crescita. 


I. 


di restrizione. Il primer può quindi essere un corto 
segmento di DNA contenente questo frammento di 
restrizione appaiato al filamento che deve essere re- 
plicato. Il ruolo della DNA polimerasi I nella replica- 
zione del DNA viene esaminato nel paragrafo 31.2A. 

La DNA polimerasi I ha un’attività di esonucleasi 
5° — 3’ (degrada il DNA un nucleotide alla volta 
a partire dalla sua estremità 5‘), che è catalizzata da 
un sito attivo separato diverso da quello che media 
la reazione di polimerizzazione. Ciò è dimostrato dal- 
l'osservazione che in seguito a taglio proteolitico del- 
l'enzima in due frammenti il frammento più gran- 
de, che è chiamato frammento di Klenow, è la se- 
de di tutta l’attività polimerasica dell'enzima mentre 
il frammento più piccolo è la sede della esonucleasi 
5° — 3‘. Nella determinazione della sequenza del 
DNA si usa solo il frammento di Klenow, per essere 
sicuri che tutte le catene replicate abbiano la stessa 
estremità 5’ terminale. 
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La sintesi del DNA marcato dalla DNA polimerasi 
termina dopo basi specifiche 


[1287] Nella tecnica della terminazione della catena 
(Fig. 28.55), il DNA che deve essere sequenziato viene 
incubato con il frammento di Klenow della DNA poli- 
merasi I, un primer opportuno e i quattro deossinu- 
cleosidi trifosfati di cui per lo meno uno (di solito 
dATP) è radiomarcato con a-*P. In più, viene aggiun- 
to alla miscela di reazione una piccola quantità di 
2‘,3'-dideossinucleoside trifosfato 
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BERTSON, C. W., ZAGURSKY, R. ]., COCUZZA, A. ]., JENSEN, M. A. e Bau- 
MEISTER, K., Science, 238, p. 340, 1987.) 


ressano rappresenterebbe un uso delle risorse più ef- 
ficiente. Il denaro risparmiato con questo approccio 


Stampo 3° CCGGTAGCAACT —_T_—__ 5' Figura 28.55 Un diagramma a flus- nella determinazione della sequenza di DNA. Con re computerizzate. Invece di usare nucleotidi radio- i 
Primal —£È GG 3 so del metodo rta poche ore di fatica da parte di un abile operatore marcati (con i loro problemi intrinseci di rischio e dl 
a ate entrambi i metodi possono dare una sequenza di DNA smaltimento) ciascun dideossinucleoside trifosfato vie- Il 
bolo ddATP rappresenta la dideos- di parecchie centinaia di nucleotidi. L’ostacolo mag- ne legato covalentemente, in modo diverso, a un co- il 
dATP + ddATP a Lu ita ua siadenosina trifosfato ecc. giore, infatti, al sequenziamento di una molecola di lorante fluorescente. La reazione di estensione della Î 
der dGTP i dGTP + ddGTP dGTP DNA molto lunga è essere sicuri che tutti i suoi fram- catena viene effettuata in una singola provetta conte- il 
. . CI . . . . . . D O . i 
ATTP ATTP dTTP dTTP + dd TTP menti siano clonati (con i metodi discussi nel para- nente tutti e quattro gli analoghi dideossi fluorescen- | 
grafo 28.8C) piuttosto che sequenziarli una volta che ti e genera così una serie di polinucleotidi sempre il 
GGCCAT sono stati ottenuti. Il metodo del taglio chimico è in più lunghi, ciascuno con lo spettro di fluorescenza i 
GGCCA - era e qualche modo più semplice da allestire per un uso caratteristico del suo nucleotide 3’-terminale. La mi- i 
GGCCATCGITGA iu CECCATCETT occasionale mentre il metodo della terminazione del- scela di reazione viene quindi sottoposta ad elettro- 
G la catena viene generalmente scelto per un uso di foresi su gel di sequenza in una sola linea generando i 
i g g ! 
routine. Notate che la sequenza ottenuta col metodo una serie di bande, ciascuna con uno spettro di fluo- ti 
della terminazione della catena è complementare al rescenza indicativo di una base successiva nel DNA i 
DNA che viene sequenziato, mentre la sequenza ot- che viene sequenziato (Fig. 28.57). Il sistema di anali- I 
tenuta col metodo del taglio chimico è quella del fila- si della fluorescenza del gel è controllato da un com- | 
na È G % Figura 28.56 Un’autoradiografia di mento di DNA originale. puter e quindi l’acquisizione dei dati è automatizza- 
un gel di sequenza Salata ta. Questo dispositivo può identificare circa 10000 
SO ii basi al giorno contro le circa 50000 basi per anno 
ST, pa catena per la determinazione del- Il metodo della terminazione della catena che un operatore abile può identificare usando i me’ 
a G la sequenza. Una seconda carica è facilmente automatizzato todi manuali sopradescritti (notate che anche con l’uso 
«us T del gel (a destra) è stata fatta 90 ; ì Sol ong . 
” minuti dopo la carica iniziale. La DE l di uno di questi dispositivi ci vorrebbero quasi 1000 
pr G S PERHonZo complementare sequenza dedotta di 140 nucleo- Se devono essere sequenziati lunghi segmenti anni per sequenziare il genoma umano). 
c al DNA stampo tidi è scritta ai ui (Fonte: Hin- di DNA, come un intero cromosoma, allora i metodi 
PRESA ro leale n di sequenza esistenti devono essere accelerati di mol- 
o) A ratori), Laboratory Techniques in to, devono essere cioè automatizzati. Il metodo della Il progetto di sequenziamento 
«2» Cc enti a SISSA o terminazione della catena è stato adattato a procedu- —del genoma umano 
da, ogy, Vol. , p. 82, Ù i 
ss Lino? 1983, con permesso di riproduzio- i 
di ne.) Il progetto di sequenziare tutti i 2,9 miliardi 
- Saona di coppie di basi del genoma umano è ora in pieno 
PP p 
svolgimento. I primi 5 anni di questo progetto quin- 
; decennale si concentreranno sulla costruzione di ac- 
di una delle basi. Quando l'analogo dideossi viene AGCT AGCT curate DASEPE genetiche e fisiche del genoma per 
incorporato nel polinucleotide in allungamento al po- pe 3 = mezzo dell’identificazione, e della determinazione del 
sto del corrispondente nucleotide normale, la cresci- È S loro ordine, di Una selle di sequenze «marcatore», 
ta della catena termina a causa della mancanza di E 2 distanti tra loro in media 100 000 coppie di basi, per 
z +13 = - Cc i a 
un gruppo 3’-OH. Usando solo una piccola quantità se 5 + i 24 diversi cromosomi umani (22 autoso 
dell’analogo dideossi, viene generata una serie di ca- Pi ir Ù dI di Liga * 
tene tronche che terminano ciascuna con l’analogo di-. Lene -25R 80 Verranno ina i sequenziati ; segmenti SR 
deossi in corrispondenza di una delle posizioni occu- saò soa Sl de Rea ina an Î i 
pate dalla base corrispondente. L’elettroforesi su gel AG z=3 -Z=# af2 aT agg i quan o si fac- 
| G Lo 1 16°GÌ cia ora grazie a progressi nella tecnologia di deter- 
di sequenza separa queste catene a seconda della loro CT TO e. # T'_AG A O SU nea 
Co or na : Dia TI“ -*3 seni ALA LA minazione della sequenza. Poiché molti dei dati che 
lunghezza ed indica quindi la posizione in cui È pre- Gr TA.T7 -<i e- % ei ade . . . ; NE 
A, Ta.G Sus n CL = si otterranno potranno rivelarsi non interpretabili 
sente quella base. Ge, fc. TAG Mei 57° cl 46 Posizione nel gel & il sioni le infi Cee id 
Ciascuno degli analoghi dideossi delle quattro basi A ARG A T ne es TI 06 af . i i S nza l con: o, (o) con e informazioni ricava e a 
. dai H i ARIA rei 6: I cS Figura 28.57 L'individuazione, in un gel di sequenza, di frammenti organismi più semplici, verranno anche sequenziati 
viene fatto reagire n prove te si SE m 1 Tag Gel <a _- C fui c 235 di DNA marcati con un terminatore fluorescente generati con la tec- i genomi di E. coli, lievito, Drosophila e topo. 
risultante di prodotti marcati con °“P viene sottopo- G va : pe nica automatizzata della terminazione della catena. Il rapporto delle ; ; È . 
sta ad elettroforesi su gel di sequenza in linee paral- A° 20 Fi È) intensità dei coloranti fluorescenti eccitati da un raggio laser misurate Questo progetto di «grande scienza» vede l’opposi- 
i ue: cà TC separatamente in due bande di lunghezza d'onda (in blu, lunghezza zione di quegli scienziati che sostengono che poiché 
lele. La sequenza del filamento replicato può quindi T ch d'onda corta; in rosso, lunghezza d'onda lunga) identifica in modo fino al 95% del genoma umano non sembra Solenne: 
essere letta direttamente da un autoradiogramma del ue c s e! Jo ambiguo la base fluorescente 3‘-terminale in ciascuna banda del A i f BSRe Gua i f 
; i & T T gel come A, T, G o C. Il numero sopra ciascuna banda indica la. re alcuna intormazione spazzatura; paragraio 
gel (Fig. 28.56), analogamente a quanto si fa col me mas sua posizione nel segmento di DNA che deve essere sequenziato. 33.2), la sequenza dei soli segmenti genici che inte- 
todo del taglio chimico. cS (Fonte: PROBER, ]. M., TRAINOR, G. L., Dam, R. j., Ho8ss, F. W., Ro- 
Sia il metodo della terminazione della catena che T 
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più tradizionale, è la loro tesi, potrebbe invece esse- 
re usato per sostenere importanti progetti di ricerca 
di «piccola scienza» che, in questi tempi di ristrettez- 
ze di bilancio, non sarebbero altrimenti finanziati. 
Quelli a favore del progetto di sequenziamento del 
genoma umano controbattono che sappiamo così po- 
co sull’organizzazione e sulle proprietà del genoma 
umano che il suo sequenziamento deve essere consi- 
derato come un «viaggio di esplorazione» con un im- 
menso potenziale biomedico. 


D. La determinazione 
della sequenza dell'RNA 


L’RNA può essere sequenziato rapidamente con 
solo una piccola modificazione delle procedure di de- 
terminazione della sequenza del DNA. L’RNA che 
deve essere sequenziato viene trascritto in un fila- 
mento complementare di DNA (cDNA) mediante l’a- 
zione della DNA polimerasi diretta da RNA (nota 
anche come trascrittasi inversa). Questo enzima, 
che viene prodotto da alcuni virus a RNA (paragrafo 
31.4C) usa uno stampo di RNA ma è, per il resto, 
analogo nella sua azione alla DNA polimerasi I. Il 
cDNA risultante può allora essere sequenziato sia con 
il metodo del taglio chimico che con quello della ter- 
minazione della catena. Alternativamente, l’RNA può 
essere sequenziato direttamente mediante un meto- 
do di taglio chimico simile a quello usato per il DNA, 
che utilizza reazioni che tagliano I’RNA dopo basi 
specifiche. 


7. LA SINTESI CHIMICA 
DI OLIGONUCLEOTIDI 


[1391] Le tecniche di clonaggio molecolare (paragrafò 
28.8) hanno permesso la manipolazione genetica de- 
gli organismi ai fini di poter investigare il loro mac- 
chinario cellulare, cambiare le loro caratteristiche e 
produrre in grande quantità proteine scarse 0 altera- 
te in modo specifico. La possibilità di sintetizzare 
chimicamente oligonucleotidi di DNA a sequenza di 
basi specifica è una parte indispensabile di questa 
potente tecnologia. 

Supponiamo, per esempio, di voler ottenere il gene 
che specifica una proteina la cui sequenza di ammi- 
noacidi sia nota per lo meno parzialmente. Il riferi- 
mento al codice genetico (la corrispondenza tra una 
sequenza amminoacidica e la sequenza di basi del 
gene che la codifica; paragrafo 30.1) permette la sin- 
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tesi di un corto oligonucleotide (— 15 nucleotidi) mar- 
cato con 3°P che è complementare al gene di inte- 
resse. L’oligonucleotide è usato come una sonda nel. 
la procedura di Southern blotting (paragrafo 28.4C) 
su un DNA, digerito con un enzima di restrizione, 
derivato dall’organismo produttore della proteina. La 
sonda marca specificamente il gene richiesto e quin- 
di ne permette l’isolamento. 

Gli oligonucleotidi sintetici servono anche per alte- 
rare specificamente dei geni attraverso la mutage- 
nesi sito-specifica. Un oligonucleotide contenente 
un corto segmento genico con la sequenza di basi 
alterata desiderata viene usato come primer nella re- 
plicazione mediante DNA polimerasi I del gene di 
interesse. Un tale primer ibridizzerà con la corrispon- 
dente sequenza di ceppo nativo se ci saranno solo 
poche coppie di basi non correttamente appaiate, e 
la sua estensione, ad opera della DNA polimerasi I 
(paragrafo 28.6C), genererà il gene alterato desidera- 
to (Fig. 28.58). Il gene alterato potrà allora essere in- 
serito in un organismo opportuno con le tecniche di- 
scusse nel paragrafo 28.8 e cresciuto (clonato) in gran 
quantità. 
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complementare 


eee ____—_ 
3' ©C (UT 5' 

/N £ N 
CATGT 


TCG AGTC 


5' 3' 


P + dTTP 
DNA dATP + dCTP + dGT 


polimerasi 


3' € GT 5: 


Gene alterato 


Figura 28.58 Mutagenesi sito-specifica. Un oligonucleotide sintetiz- 
zato chimicamente che incorpora it cambiamento di basi desiderato 
viene ibridizzato al DNA che codifica il gene che deve essere altera- 
to. Il primer non perfettamente appaiato viene quindi esteso dalla 
DNA polimerasi | dando origine quindi al gene mutato. Il gene muta- 
to può successivamente essere inserito in un organismo ospite oppor- 
tuno in modo da generare il DNA mutato, o l'RNA corrispondente, 
in quantità, da produrre una proteina specificamente alterata, e/o ge- 
nerare un organismo mutante. 
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Gli oligonucleotidi sono 
preziosi strumenti diagnostici 


1292] L’uso di oligonucleotidi sintetici come sonde nel 
Southern blotting è una grande promessa nella dia- 
gnosi e nell’individuazione prenatale di malattie ge- 
netiche. Queste malattie spesso sono il risultato di 
una modificazione specifica in un singolo gene come 
la sostituzione di una base, la delezione o l’inserzio- 
ne. La temperatura a cui si effettua l’ibridizzazione 
con la sonda può essere aggiustata in modo che ibri- 
dizzi con un tratto di DNA solo un oligonucleotide 
che sia ad esso complementare. Anche il mancato 
appaiamento di una singola base può, in condizioni 
opportune, impedire l’ibridizzazione. L’anemia a cel- 
lule falciformi, per esempio, deriva dalla sostituzio- 
ne di una singola base che determina nell’emoglobi- 
na la sostituzione amminoacidica Glu 86 —> Val. Un 
oligonucleotide di 19 residui che sia; complementare 
al segmento mutato nel gene dell’ariemia falciforme 
ibridizza, alla temperatura appropriata, con il DNA 
del gene dell’anemia falciforme degli omozigoti ma 
non con il DNA di individui normali. Un oligonu- 
cleotide che sia complementare con il gene Hbf nor- 
male dà risultati opposti. Il DNA di eterozigoti per 
l’anemia falciforme ibridizza con entrambe le sonde 
ma in quantità ridotte rispetto ai DNA degli omozi- 
goti. Gli oligoriucleotidi possono, quindi, essere usati 
nella diagnosi prenatale dell’anemia falciforme. Le 
sonde di DNA stanno anche rapidamente sostituen- 
do le molto più lente e meno accurate tecniche di 
identificazione di batteri patogeni mediante coltura. 


Gli oligonucleotidi vengono sintetizzati 
una posizione alla volta 


[1293] La strategia di base della sintesi di oligonucleo- 
tidi è analoga a quella della sintesi di polipeptidi (pa- 
ragrafo 6.4): un nucleotide opportunamente protetto 
viene legato all’estremità in allungamento della cate- 
na oligonucleotidica, il gruppo proteggente viene ri- 
mosso e il processo viene ripetuto fino a che l’oligonu- 
cleotide desiderato è stato sintetizzato. La prima tec- 
nica pratica per la sintesi di DNA, il metodo fosfo- 
diestere, sviluppato da H. Gobind Khorana negli an- 
ni °60, è un processo laborioso in cui tutte le reazioni 
sono effettuate in soluzione e i prodotti devono esse- 
re isolati a ogni stadio di questo processo di sintesi 
a molteplici tappe. Khorana, cionondimeno, ha usato 
questo metodo, in combinazione con tecniche enzi- 
matiche, per sintetizzare un gene di tRNA di 126 
nucleotidi, un progetto che ha richiesto parecchi an- 
ni di intensi sforzi da parte di numerosi abili chimici. 


II metodo della fosforamidite 


[1294] Nei primi anni ’80 questo processo difficile e 
lungo è stato sostituito da tecniche in fase solida mol- 
to più veloci che hanno permesso l’automatizzazio- 
ne della sintesi di oligonucleotidi. Il procedimento 
chimico attualmente più ampiamente usato, che è sta- 
to formulato da Robert Letsinger e ulteriormente svi- 
luppato da Marvin Caruthers, è conosciuto come il 
metodo della fosforamidite. Questa sequenza di 
reazioni in fase non acquosa aggiunge un singolo nu- 
cleotide ad una catena oligonucleotidica in allunga- 
mento in questo modo (Fig. 28.59): 


1. Il gruppo proteggente dimetossitritile (DMTr) 
all’estremità 5’ della catena oligonucleotidica in 
allungamento (che è ancorata ad un supporto so- 
lido mediante un gruppo di collegamento alla sua 
estremità 3’) viene rimosso mediante trattamen- 
to con acido. 

2. L’estremità 5’ appena liberata dell’oligonucleoti- 
de viene legata al derivato 3‘-fosforamidite del 
deossinucleotide successivo da aggiungere alla ca- 
tena. L'agente accoppiante di questa reazione è 
il tetrazolo. 

3. Ogni estremità 5’ che non ha reagito (la reazione 
di accoppiamento ha una resa superiore al 99%) 
viene fornita di cap mediante acetilazione e ne 
viene così bloccato l'allungamento nelle successi- 
ve reazioni di accoppiamento. Questo impedisce 
l'allungamento di oligonucleotidi sbagliati. 

4. Il fosfito triestere che viene generato nella fase 
di accoppiamento viene ossidato a fosfotriestere 
dando origine quindi a una catena che è stata al- 
lungata di un nucleotide. 


La suddetta sequenza di reazioni può essere routina- 
riamente ripetuta, in sintetizzatori automatici dispo- 
nibili commercialmente, almeno 50 volte con un tem- 
po per ciclo di 40 minuti o meno. Una volta che è 
stato sintetizzato un oligonucleotide di sequenza de- 
siderata, esso viene liberato dal supporto e vengono 
rimossi i vari gruppi bloccanti, compresi quelli sulle 
basi. Il prodotto può essere quindi purificato mediante 
HPLC e/o elettroforesi su gel. 


8. IL CLONAGGIO MOLECOLARE 


Uno dei problemi principali in quasi ogni area 
della ricerca biochimica è ottenere quantità sufficienti 
della sostanza di interesse. Una coltura di 10 1, per 
esempio, di E. coli cresciuti al loro titolo massimo 
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Figura 28.59 I! ciclo di reazioni nel metodo del triestere fosfito di 
sintesi degli ologonucleotidi. B1, Bz e B3 rappresentano qui delle ba- 
si protette e S rappresenta un supporto solido inerte quale un vetro 
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di — 1019 cellule - ml7! contiene, al massimo, 7 mg 
di DNA polimerasi I, e molte proteine sono presenti 
in quantità molto inferiori. È raro poi che venga re- 
cuperata in forma pura anche la metà di una qua- 
lunque proteina originariamente presente in un or- 
ganismo. Le proteine degli eucarioti possono essere 
ancora più difficili da ottenere poiché molti tessuti 
eucariotici, sia derivati da un organismo intatto che 
cresciuti in coltura, sono disponibili solo in piccole 
quantità. Per quanto riguarda la quantità di DNA, 
i nostri 10 l di coltura di E. coli conterrebbero —0,1 
mg di un qualunque tratto di 1000 bp di DNA cro- 
mosomico (una lunghezza sufficiente a contenere la 
maggior parte dei geni procariotici) ma la sua purifi- 
cazione in presenza del resto del DNA cromosomico 
sarebbe praticamente impossibile. Queste difficoltà 
sono state ampiamente eliminate in questi ultimi an- 
ni tramite lo sviluppo di tecniche di clonaggio mo- 
lecolare (un clone è un gruppo di organismi identi- 
ci che sono derivati da un singolo progenitore). Que- 
sti metodi, a cui ci si riferisce anche come ingegne- 
ria genetica e tecnologia del DNA ricombinante, 
meritano la maggior parte del credito per gli enormi 
progressi fatti in biochimica a partire dalla metà de- 
gli anni ’70. 

L’idea principale del clonaggio molecolare è di inse- 
rire un segmento del DNA di interesse in una moleco- 
la di DNA che si replichi autonomamente, un cosid- 
detto vettore di clonaggio o veicolo, di modo che 
il segmento di DNA venga replicato con il vettore. Il 
clonaggio di un tale vettore chimerico (chimera: 
un mostro della mitologia greca che ha una testa di 
leone, un corpo di capra e una coda di serpente) in 
un organismo ospite opportuno come E. coli o lie- 
vito determina la produzione di grandi quantità del 
segmento di DNA inserito. Se un gene clonato viene 
fiancheggiato da una sequenza di controllo opportu- 
namente posizionata per la sintesi di RNA e proteine 
(Capitoli 29 e 30), l'ospite potrà anche produrre grandi 
quantità dell'RNA e della proteina codificati da quel 
gene. 

I progressi nella tecnologia del DNA continuano 
a stimolare progressi in biologia molecolare e nuove 
applicazioni della stessa. La più recente di queste tec- 
niche è la reazione a catena della polimerasi (PCR) 
che ha in gran parte sostituito i metodi di clonaggio 
per amplificare sequenze specifiche di DNA. La tec- 
nica della PCR è stata usata per esempio per dimo- 
strare che il DNA estratto da foglie fossili di magno- 
lia vecchie di circa 20 milioni di anni (i campioni 
in assoluto più vecchi da cui sia stato estratto con 
successo il DNA) contengono una sequenza genica 
che è strettamente imparentata con quelle delle ma- 
gnolie moderne. La tecnica della PCR sta incontran- 


X 


do sempre maggiori applicazioni mediche tanto nel- 
la diagnosi rapida di malattie genetiche e infettive 
quanto nella caratterizzazione e nel monitoraggio di 
numerosi tipi di cancro. Le tecniche di ingegneria 
genetica sono illustrate in questo paragrafo. 


A. | vettori per il clonaggio 


In ingegneria genetica sono usati come vettori 
sia plasmidi, che batteriofagi che cromosomi artifi- 
ciali di lievito. 


Vettori per clonaggio basati su plasmidi 


[1297]I plasmidi sono DNA circolari a doppia elica 
lunghi da 1 a 200 kb che contengono il macchina- 
rio genetico necessario, come una origine di repli- 
cazione (un sito in cui inizia la replicazione del 
DNA; paragrafo 31.2) per permettere la loro propa- 
gazione autonoma in un ospite batterico o nel lievi- 
to. I plasmidi possono essere considerati parassiti 
molecolari ma in molti casi essi beneficiano il loro 
ospite fornendo funzioni, come la resistenza ad an- 
tibiotici, di cui l’ospite è privo. La diffusa compar- 
sa, infatti, da che sono in uso gli antibiotici, di agenti 
patogeni resistenti agli antibiotici è un risultato del- 
la rapida proliferazione tra questi organismi di pla- 
smidi contenenti geni che conferiscono resistenza 
agli antibiotici. 

Alcuni tipi di plasmidi, che sono presenti con una 
o più copie per cellula, si replicano una volta per 
divisione cellulare come fa il cromosoma batterico; 
si dice che la loro replicazione è sotto un controllo 
stringente. I plasmidi usati per il clonaggio moleco- 
lare invece sono sotto un controllo rilassato; essi 
sono normalmente presenti in un numero da 10 a 
200 copie per cellula. Inoltre, se la sintesi proteica 
dell’ospite batterico è inibita, per esempio, dall’anti- 
biotico cloramfenicolo (paragrafo 30.3G), il nume- 
ro di copie di questi plasmidi può aumentare a pa- 
recchie migliaia per cellula (rappresentando circa me- 
tà del DNA totale della cellula). I plasmidi che sono 
stati costruiti (mediante tecniche di ingegneria gene- 
tica) per essere usati nel clonaggio molecolare sono 
relativamente piccoli, portano geni che codificano la 
resistenza a svariati antibiotici, e contengono un nu- 
mero di siti per endonucleasi di restrizione conve- 
nientemente localizzati in cui può essere inserito il 
DNA che deve essere clonato (tramite tecniche de- 
scritte nel paragrafo 28.88). Il plasmide di E. coli chia- 
mato pBR322 (Fig. 28.60) è tra i vettori per clonare 
più ampiamente usati. 
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Figura 28.60 Una mappa di restrizione del plasmide pBR322 che 
indica le posizioni dei suoi geni di resistenza agli antibiotici. 


L'espressione di un plasmide chimerico in un ospi- 
te batterico è stata dimostrata per la prima volta nel 
1973 da Herbert Bover e Stanley Cohen. Il batterio 
ospite assume un plasmide quando i due vengono 
mescolati insieme, con un processo che è molto au- 
mentato dalla presenza di Ca°* (che si ritiene au- 
menti la permeabilità cellulare). Un vettore plasmi- 
dico assorbito si stabilisce permanentemente nel suo 
ospite batterico (trasformazione) con una efficienza 
dello —0,1%. 


Figura 28.61 Una fotografia al microscopio elettronico del batteriofa- 
go \. (Per gentile concessione di A. F. Howatson. Fonte: LEWIN, B., 
Gene Expression, Vol. 3, Fig. 5.23, John Wiley & Sons Inc., 1977.) 


tetraciclina (TetR) 
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I vettori plasmidici non possono essere usati per 
clonare DNA più grandi di — 10 kb. Questa limita- 
zione è determinata dal fatto che il tempo necessario 
alla replicazione del plasmide aumenta con le dimen- 
sioni del plasmide. Plasmidi intatti, quindi, con gros- 
si inserti non essenziali (per loro) vengono persi per 
la più rapida proliferazione di plasmidi che hanno 
eliminato tali inserti per delezioni casuali. 


Vettori per clonare basati sui batteriofagi 


\1298] Il batteriofago \ (Fig. 28.61) è un veicolo di 
clonaggio alternativo che può essere usato per clona- 
re dei DNA lunghi fino a 16 kb. Il terzo centrale 
del genoma di 48,5 kb di questo virus non è necessa- 
rio per l’infezione fagica (paragrafo 32.3A) e può quin- 
di essere sostituito da DNA estraneo anche di una 
dimensione lievemente maggiore, utilizzando tecni- 
che discusse nel paragrafo 28.8B. Il DNA chimerico 
del fago può quindi essere introdotto nelle cellule ospi- 
ti infettandole con fagi formati da quel DNA mediante 
un sistema di compressione in vitro (paragrafo 32.3B). 
L’uso di fagi come vettori di clonaggio ha l’ulteriore 
vantaggio che il DNA chimerico viene prodotto in 
grandi quantità e in forma facilmente purificabile. 

I fagi \ possono essere usati per clonare inserti di 
DNA anche più lunghi. L'apparato virale che com- 
prime il DNA nelle teste del fago ha bisogno solo 
che il DNA abbia una sequenza specifica di 14 bp 
nota come sito cos localizzata ad entrambe le estre- 
mità e che queste estremità siano distanti da 36 a 
51 kb (paragrafo 32.3B). Il fatto di porre due siti cos 
alla appropriata distanza su di un vettore plasmidico 
genera, tramite un sistema di compressione in vitro, 
un cosiddetto vettore cosmidico, che può contenere 
DNA estraneo lungo fino a — 49 kb. I cosmidi non 
hanno geni fagici e quindi, una volta introdotti in 
una cellula ospite tramite infezione fagica, si ripro- 
ducono come plasmidi. 

Anche il batteriofago filamentoso M13 (Fig. 
28.62) è un utile vettore per clonare. Esso ha un DNA 
circolare a filamento singolo che è contenuto in un 
tubo proteico composto da —2700 subunità protei- 
che identiche organizzate ad elica. Questo numero 
è controllato, però, dalla lunghezza del DNA del fa- 
go che deve essere coperto; l’inserzione di DNA estra- 
neo in una zona non essenziale del cromosoma di 
M13 ha come risultato la produzione di particelle di 
fago più lunghe. 

Anche se i vettori di clonaggio M13 non possono man- 
tenere stabilmente inserti di DNA >1 kb, essi sono 
largamente usati nella preparazione di DNA ai fini 
della determinazione della sequenza mediante il me- 
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Figura 28.62 Fotografia al microscopio elettronico del batteriofago 
filamentoso M13. Notate come alcuni filamenti sembrino appuntiti 
ad una estremità (frecce). (Per gentile concessione di Robley Williams, 
Stanford University, Emeritus, e Harold Fisher, University of Rhode 
Island.) 


todo della terminazione della catena (paragrafo 28.6C) 
poiché questi fagi producono direttamente il DNA 
a filamento singolo di-300 nucleotidi necessario 
per questa tecnica. Inoltre, poiché il DNA che de- 
ve essere sequenziato è sempre inserito allo stes- 
so punto nel cromosoma virale (un sito di restri- 
zione; paragrafo 28.88), un oligonucleotide sinteti- 
co di -—15 basi (il cosiddetto «primer universale») 
che sia complementare al DNA virale al lato 3’ 
del sito di clonaggio può essere usato come primer 
per un qualunque segmento di DNA da sequenziare 
con questa tecnica. 


Vettori YAC 


Segmenti di DNA più grandi di quelli che pos- 
sono essere inseriti in cosmidi possono essere clonati 
nei cromosomi artificiali di lievito (YAC). Gli YAC 
sono segmenti di DNA lineare che contengono tutti 
i parafernalia molecolari necessari alla replicazione 
nel lievito: un’origine di replicazione (nota come una 
sequenza che si replica autonomamente (ARS)), 
un centromero (il segmento di cromosoma attaccato 
al fuso durante la mitosi e la meiosi), e dei telomeri 
(le estremità dei cromosomi lineari che ne permetto- 
no la replicazione). DNA di parecchie centinaia di 
kb sono stati inseriti in YAC e clonati con successo. 

I cromosomi artificiali di lievito (YAC) stanno di- 
ventando i vettori di scelta nel clonaggio di grossi 


frammenti di DNA come quelli necessari per la de- 
terminazione della sequenza di genomi eucariotici. 


B. L'inserimento o splicing dei geni 


Un DNA che deve essere clonato è in molti casi 
ottenuto come un frammento di restrizione definito 
mediante l’utilizzo di endonucleasi di restrizione (per 
quanto riguarda i vettori M13, il requisito di un DNA 
duplex da parte degli enzimi di restrizione impone 
l’uso di questo DNA fagico nella forma di doppio fi- 
lamento). Ricordate che la maggior parte delle endo- 
nucleasi di restrizione tagliano il DNA duplex in cor- 
rispondenza di siti palindromici specifici in modo da 
generare estremità a singolo filamento che sono com- 
plementari l’una con l’altra (paragrafo 28.6A). Quin- 
di, come hanno dimostrato per primi Janet Mertz 
e Ron Davis nel 1972, un frammento di restrizione 
può essere inserito in un taglio prodotto in un vettore 
di clonaggio dallo stesso enzima di restrizione (Fig. 
28.63). Le estremità complementari (coesive) dei due 
DNA si associano specificamente in condizioni rina- 
turanti e vengono unite covalentemente per azione di 
un enzima chiamato DNA ligasi (paragrafo 31.2C; 
la DNA ligasi prodotta dal batteriofago T4 deve es- 
sere usata per estremità di restrizione tronche come 
quelle generate da AluI o Haelll; Tabella 28.5). Un 
grande vantaggio dell’uso di un enzima di restrizione 
per costruire un vettore chimerico è che l’inserto di 
DNA può essere escisso precisamente dal vettore clo- 
nato ‘tagliandolo con lo stesso enzima di restrizione. 

Se il DNA estraneo e il vettore di clonaggio non 
hanno siti di restrizione comuni in posizioni inno- 
cue, essi possono ancora essere uniti, utilizzando una 
procedura di cui Dale Kaiser e Paul Berg sono stati 
i pionieri, che prevede l’uso della deossinucleotidil 
transferasi terminale (transferasi terminale). 
Questo enzima dei mammiferi, che sembra implica- 
to nella generazione della diversità degli anticorpi 
(paragrafo 34.2C), aggiunge nucleotidi al gruppo OH 
3'-terminale di una catena di DNA; essa è la sola DNA 
polimerasi nota che non ha bisogno di uno stampo. 
Transferasi terminale e ATTP, per esempio, possono 
costruire code di poli(AT) di circa 100 residui all’e- 
stremità 3’ del segmento di DNA che deve essere 
clonato (Fig. 28.64). Il vettore di clonaggio viene ta- 
gliato enzimaticamente in corrispondenza di un sito 
specifico e le estremità 3‘ del sito di taglio sono ana- 
logamente estese con code di poli(d A). Le code di omo- 
polimeri complementari si associano, qualunque in- 
terruzione derivante da differenze nella loro lunghez- 
za viene riempita dalla DNA polimerasi I e i fila- 
menti vengono uniti dalla DNA ligasi. 
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Figura 28.63 La costruzione di una molecola di DNA ricombinante 
mediante l'inserzione di un frammento di restrizione in corrispon- 
denza del taglio di restrizione corrispondente in un vettore per clo- 
naggio. 


Figura 28.64 Due frammenti di DNA possono essere uniti mediante >» 


la generazione di code di omopolimeri complementari. Le code di 
poli(dA) e di poli(dT) mostrate in questo esempio possono essere so- 
stituite con code di poli(dC) e poli(dG). 
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Uno svantaggio della tecnica suddetta è che essa 
elimina i siti di restrizione usati per generare l’inser- 
to di DNA estraneo e per tagliare il vettore. Può ri- 
sultare quindi difficile recuperare l’inserto dal vetto- 
re clonato. Questa difficoltà può essere aggirata at- 
taccando ad entrambe le estremità del DNA estra- 
neo un breve DNA di unione (linker) palindromico 
sintetizzato chimicamente che abbia un sito di re- 
strizione che combacia con quello del vettore di clo- 
naggio. Il linker viene attaccato al DNA estraneo me- 
diante unione delle estremità tronche grazie alla T4 
ligasi e viene quindi tagliato con l’appropriato enzi- 
ma di restrizione in modo da generare le giuste estre- 
mità coesive per il legame con il vettore (Fig. 28.65). 


Le cellule trasformate in modo appropriato 
devono essere selezionate 


Come si possono selezionare solo quegli orga- 
nismi ospiti che contengono un vettore costruito in 
modo appropriato? Nel caso della trasformazione con 
plasmidi questo si fa di solito mediante l’uso di anti- 
biotici. Un E. coli, per esempio, trasformato da un 
plasmide pBR322 (Fig. 28.60) contenente un inserto 
di DNA estraneo nel suo sito BamHI è sensibile alla 
tetraciclina (tet-; la tetraciclina è un antibiotico che 
inibisce la sintesi proteica nei batteri; paragrafo 30.3G) 
a causa dell’interruzione del suo gene tet ad opera 
dell’inserto, ma è resistente all’ampicillina (amp*; 
l’ampicillina è un derivato della penicillina) per via 
del gene amp intatto del plasmide. Le colonie batte- 
riche (cloni) possono quindi essere cresciute su pia- 
stre da coltura contenenti ampicillina in modo da se- 
lezionare i batteri che siano stati trasformati da que- 
sto plasmide. Tra queste colonie possono essere indi 


DNA da clonare Vettore per clonare 


dATP Transferasi 


terminale 


Transferasi d 
terminale 


DNA ricombinante 


e TOSSE 
© 88-08-10538-5 per cossRIIIe DNA estraneo 
clonare MR VEE da clonare 
+ 
Siti di ni 
Figura 28.65 La costruzione di una restrizione ad ai e 
molecola di DNA ricombinante sa 


mediante l’uso di oligonucleotidi 
sintetici come adattatori. In que- 
sto esempio l'adattatore ed il vet- 
tore di clonaggio hanno siti di re- 
strizione di EcoRI (frecce verticali). 


DNA 
ricombinante 


viduate quelle contenenti il plasmide con il DNA 
estraneo mediante piastratura di repliche (paragrafo 
27.1D), grazie alla loro incapacità di crescere su di 
un terreno contenente tetracicline. 

Varianti di fagi \ ottenute tramite ingegneria ge- 

netica contengono siti di restrizione che fiancheggia- 
no il terzo centrale del genoma del fago, quello di 
cui esso può fare a meno (paragrafo 28.8A). Questo 
segmento può quindi essere sostituito, come è descrit- 
to pritna, da un inserto di DNA estraneo (Fig. 28.66). 
Il DNA viene compresso nelle teste del fago \ solo 
se la sua lunghezza va dal 75 al 105% di quella del 
genoma del ceppo nativo di ), che é di 48,5 kb. Di 
conseguenza, i vettori di fago ) che non hanno ac- 
quisito un inserto di DNA estraneo sono incapaci di 
propagarsi perché sono troppo corti per dare origi- 
ne a particelle fagiche infettive. I vettori cosmidici 
sono soggetti alla stessa limitazione. Inoltre, i cosmi- 
di clonati sono raccolti ricomprimendoli in particelle 
fagiche. 
Quindi, ogni cosmide che abbia perso, attraverso de- 
lezioni casuali, abbastanza DNA da renderlo più cor- 
to del suddetto limite, non viene recuperato. Questa 
è la ragione per cui i cosmidi possono sostenere la 
proliferazione di lunghi inserti di DNA, mentre altri 
tipi di plasmidi non possono. 


Figura 28.66 Il clonaggio di DNA estraneo in fagi \. La 
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C. Le librerie genomiche o genoteche 


[1302] Per poter essere clonato, un particolare fram- 
mento di DNA deve essere prima ottenuto in forma 
relativamente pura. 

La difficoltà di questo compito può essere apprez- 

zata quando si comprenda che, per esempio, un fram- 
mento di 1 kb di DNA umano rappresenta solo lo 
0,000035% dei 2,9 miliardi di bp del senoma umano. 
Un frammento di DNA può essere identificato me- 
diante Southern blotting di un digerito con enzimi 
di restrizione del DNA genomico oggetto di studio 
(paragrafo 28.4C). La sonda radioattiva da usare in 
questa procedura potrebbe essere l’mRNA corrispon- 
dente se esso viene prodotto in quantità sufficiente 
da essere isolato (per esempio i reticolociti, che pro- 
ducono poche proteine oltre all’emoglobina, sono ric- 
chi di mRNA della globina). 
Alternativamente, nel caso in cui si conosca la se- 
quenza amminoacidica della proteina codificata dal 
gene, la sonda potrebbe essere una miscela dei vari 
oligonucleotidi sintetici che potrebbero essere com- 
plementari a un segmento della dedotta sequenza di 
basi del gene (paragrafo 30.1E). 

In pratica, è di solito più difficile identificare un 
particolare gene di un organismo e quindi clonarlo 
di quanto sia clonare l’intero genoma di quell’orga- 
nismo sotto forma di frammenti di DNA e identifica- 
re quindi il clone/i contenente/i la sequenza/e di inte- 
resse. Un tale gruppo di frammenti clonati viene chia- 
mato genoteca o libreria genomica. Una genoteca 
di un particolare organismo può essere fatta anche 
una sola volta dato che essa può essere perpetuata 
ed essere usata ogni volta che si abbia a disposizione 
una nuova sonda. 

Le genoteche vengono prodotte con una procedura 

nota come shotgun cloning. Il DNA cromosomico 
dell’organismo oggetto di studio viene isolato, taglia- 
to in frammenti di dimensioni clonabili e inserito in 
un vettore di clonaggio con i metodi descritti nel pa- 
ragrafo 28.8B. 
Il DNA viene frammentato mediante una digestione 
parziale anziché ad esaurimento con enzimi di re- 
strizione di modo che la libreria genomica possa con- 
tenere dei rappresentanti intatti di tutti i geni del- 
l'organismo, compresi quelli le cui sequenze conten- 
gono quei siti di restrizione. Può essere utilizzata an- 
che la frammentazione meccanica mediante rapida 
agitazione di una soluzione di DNA ma essa richiede 
un ulteriore trattamento dei frammenti per poterli 
inserire in vettori di clonaggio. Sono state prodotte 
librerie genomiche di svariati organismi compresi il 
lievito, la Drosophila e l’uomo. 
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Figura 28.67 L'ibridizzazione di colonie (in situ) identifica i cloni 
contenenti il DNA che interessa. 
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Devono essere analizzati molti cloni 
per ottenere un gene di interesse 


‘1303]Il numero di frammenti di taglio casuale che 
devono essere clonati per avere un’alta probabilità 
che una data sequenza sia rappresentata per lo me- 
no una volta nella genoteca viene calcolato così: la 
probabilità P che un gruppo di cloni N contenga un 
frammento che costituisce una frazione f, in bp, del 
genoma dell’organismo è 


P=1-(1-fiN [28.7] 
Di conseguenza, 
N=ln(1-P)/In1-f [28.8] 


Quindi, per P=0,99 per frammenti lunghi in media 
10 kb, N=1840 per il cromosoma di 4000 kb di E. 
coli e 76 000 per il genoma di 165 000 kb della Droso- 
phila. Il recente sviluppo di genotectie basate su YAC 
promette quindi di ridurre enormemente lo sforzo 
necessario per ottenere un dato segmento genico da 
un genoma grande. 

Poiché una genoteca non ha indice, la presenza di 
un particolare gene deve essere opportunamente cer- 
cata. Questo si fa con un processo chiamato ibridiz- 
zazione in situ o delle colonie (Fig. 28.67). Le colo- 
nie clonate di lievito, di batteri o di fagi che devono 
essere analizzate vengono trasferite, mediante pia- 
stre replica, da una piastra principale a un filtro di 
nitrocellulosa. Il filtro viene trattato con Na0H, che 
lisa le cellule e/o i fagi e denatura il DNA così che 
esso si lega alla nitrocellulosa (ricordate che alla ni- 
trocellulosa si lega preferenzialmente il DNA a fila- 
mento singolo). Il filtro viene quindi asciugato in mo- 
do da fissare il DNA in sede, trattato in condizioni 
favorenti la rinaturazione con una sonda radioattiva 
specifica per il gene di interesse, lavato e sottoposto 
ad autoradiografia. Solo quelle colonie/placche conte- 
nenti il gene che si sta cercando legheranno la sonda 
e quindi anneriranno la lastra. I cloni corrisponden- 
ti possono essere recuperati dalla piastra principale. 
Usando questa tecnica può essere facilmente analiz- 
zata per la presenza di un particolare segmento di 
DNA anche una genoteca umana di circa 1 milione 
di cloni. 

Molti geni e raggruppamenti di geni eucariotici ri- 
coprono tratti enormi di DNA (paragrafo 33.2); alcu- 
ni consistono di > 1000 kb. Con l’uso di librerie ge- 
nomiche in plasmidi, fagi o cosmidi, dei DNA così 
lunghi possono essere ottenuti solo come una serie 
di frammenti sovrapposti (Fig. 28.68): ciascun fram- 
mento di gene isolato è, a sua volta, usato come son- 
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Figura 28.68 «Camminare» sul cromosoma. Un segmento di DNA troppo 
grande per poter essere sequenziato in un solo pezzo viene frammen- 
tato e clonato. Si preleva un clone e viene sequenziato l'inserto di 
DNA in esso contenuto. Un piccolo frammento dell’inserto vicino ad 
una estremità viene subclonato (clonato da un clone) e usato come 
sonda per selezionare un clone contenente un inserto ad esso sovrap- 
posto che, a sua volta, viene sequenziato. Questo processo viene ripe- 
tuto in modo da «camminare» lungo il cromosoma. Si può, natural 
mente, camminare sul cromosoma in entrambe le direzioni. 


da per identificare un frammento successivo ma par- 
zialmente sovrapposto di quel gene, un processo chia- 
mato «camminare» sul cromosoma (chromosome 
walking). L’uso di YAC, però, riduce di molto la ne- 
cessità di questo processo laborioso e incline all’errore. 

Un trionfo recente della biologia molecolare è stato 
l’identificazione, mediante la tecnica di «camminare» 
sul cromosoma, del gene la cui alterazione è respon- 
sabile della fibrosi cistica, la malattia genetica letale 
più comune nei caucasici (colpisce 1 bambino su 
2000). La sequenza amminoacidica della proteina di 
1480 residui codificata da questo gene e da esso de- 
dotta è in accordo con il ruolo, suggerito in prece- 
denza per questa proteina, di regolatore dei canali 
di trasporto di Cl” il cui deficit impedisce il norma- 
le trasporto di elettroliti in parecchi organi, tra cui 
i polmoni, le ghiandole sudoripare, l’intestino e il pan- 
creas. 


D. L'amplificazione del DNA per mezzo 
della reazione a catena della polimerasi 


Anche se le tecniche di clonaggio molecolare 
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sono indispensabili alla moderna ricerca biochimica, 
l’uso della reazione a catena della polimerasi 
(PCR) fornisce un metodo conveniente di amplifica- 
zione di un segmento specifico di DNA lungo fino 
a 6 kb. In questa tecnica, un campione di DNA dena- 
turato viene incubato con la DNA polimerasi e due 
primer oligonucleotidici che dirigono la sintesi di nuo- 
vi filamenti complementari da parte della DNA poli- 
merasi. Cicli multipli di questo processo, ciascuno dei 
quali approssimativamente raddoppia la quantità di 
DNA presente, amplificano esponenzialmente il DNA 
a partire perfino da un gene in copia singola. In cia- 
scun ciclo i due filamenti del DNA duplex vengono 
separati mediante denaturazione da calore, i primer 
si associano ai loro segmenti complementari sul DNA 
e la DNA polimerasi dirige la sintesi dei filamenti 
complementari (paragrafo 28.6C). L’uso di una poli- 
merasi stabile al calore derivata dal batterio termofi- 
lo Thermus aquaticus elimina la necessità di aggiun- 
gere enzima fresco dopo ciascuna fase di denatura- 
zione al calore. Ciascun ciclo di amplificazione quin- 
di viene controllato semplicemente variando la tem- 
peratura. 

Venticinque cicli di amplificazione mediante PCR 
aumentano la quantità della sequenza bersaglio di 
circa un milione di volte con grande specificità. È 
stato dimostrato, infatti, che il metodo è in grado 
di amplificare un DNA bersaglio presente solo una 
volta in un campione di 105 cellule, dimostrando 
quindi che il metodo può essere usato senza prima 
purificare il DNA. 

Il DNA amplificato può essere caratterizzato con le 
varie tecniche di cui abbiamo già' parlato: Southern 
blotting, analisi di RFLP e determinazione diretta della 
sequenza. L’amplificazione mediante PCR è quindi 
una forma di «clonaggio molecolare senza cellule» che 
può ottenere con una reazione automatizzata in VI- 
tro di 3-4 ore quello che altrimenti richiederebbe gior- 
ni o settimane con le tecniche di clonaggio di cui 
abbiamo discusso prima. n 

L’uso dell’amplificazione mediante PCR è molto pro- 

mettente per quanto riguarda numerose applicazio- 
ni. Clinicamente può essere utilizzata per la diagnosi 
rapida di malattie infettive e per l'individuazione di 
eventi patologici rari come le traslocazioni cromoso- 
miche. 
Dal punto di vista della medicina legale il DNA deri- 
vato da un singolo capello o spermatozoo può essere 
usato per identificare in modo non ambiguo il suo 
possessore. Anche l’RNA può essere amplificato me- 
diante il metodo della PCR previa conversione dell’R- 
NA in cDNA tramite l’uso della trascrittasi inversa 
(paragrafo 28.6D). 
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E. La produzione di proteine 


Uno dei principali usi potenziali della tecnolo- 
gia del DNA ricombinante è la produzione di grosse 
quantità di proteine scarsamente rappresentate o nuo- 
ve. Questa è una procedura relativamente diretta per 
quanto riguarda le proteine batteriche: un gene strut- 
turale clonato deve essere accompagnato dalle sequen- 
ze di controllo della trascrizione e della traduzione 
posizionate in modo opportuno per la sua espressio- 
ne. Con l’uso di un plasmide sotto controllo rilassato 
e di un promotore efficiente (un tipo di elemento 
di controllo della trascrizione; paragrafo 29.3A), la 
produzione di una proteina che ci interessa può rag- 
giungere il 30% delle proteine cellulari totali dell’o- 
spite. Gli organismi modificati in questo modo me- 
diante ingegneria genetica sono chiamati sovrappro- 
duttori. I batteri spesso sequestrano queste enormi 
quantità di proteine inutili (per il batterio) in inclu- 
sioni insolubili e denaturate. 

Gli estratti proteici derivati da queste inclusioni de- 
vono quindi essere rinaturati, di solito mediante dis- 
soluzione in una soluzione di cloruro di guanidio o 
di urea (paragrafo 8.1A) e successiva dialisi per al- 
lontanare l’agente denaturante. 

La sintesi di una proteina eucariotica in un ospite 
procariotico presenta parecchi problemi che non si 
incontrano con le proteine procariotiche: 


1. Gli elementi di controllo eucariotici per la sintesi 
di RNA e proteine non sono riconosciuti dall’o- 
spite batterico. 

2. La maggior parte dei geni eucariotici contiene una 
o più sequenze interne non espresse chiamate in- 
troni, che sono escisse specificamente dal trascrit- 
to di RNA del gene per dare origine all’mRNA 
maturo (paragrafo 29.4A). I geni batterici sono 
privi di introni e quindi i batteri sono incapaci 
di eliminarli. 

3. I batteri-sono privi dei sistemi enzimatici neces 
sari per determinare i rimaneggiamenti postra- 
duzionali di cui molte proteine eucariotiche han- 
no bisogno per svolgere la loro attività biologica 
(paragrafo 30.5). Inoltre, ancora più importante, 
i batteri non sono in grado di glicosilare le protei- 
ne (anche se, in molti casi, la glicosilazione non 
sembra influenzare la funzione delle proteine). 

4. Le proteine eucariotiche possono essere degrada- 
te dalle proteasi batteriche in modo preferenzia- 
le (paragrafo 30.6A). 


Il problema del mancato riconoscimento degli ele- 
menti di controllo eucariotici può essere eliminato 
inserendo la porzione che codifica la proteina di un 
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gene eucariotico in un vettore che contenga elemen- 
ti di controllo batterici correttamente posizionati. La 
necessità di eliminare gli introni può essere aggirata 
clonando il cDNA derivato dall’mRNA della protei- 
na. In alternativa, i geni che codificano piccole pro- 
teine di sequenza nota possono essere sintetizzati chi- 
micamente (paragrafo 28.7). 

Nessuna di queste strategie, però, è applicabile uni- 
versalmente perché sono pochi gli mRNA sufficien- 
temente abbondanti da poter essere isolati e molte 
proteine eucariotiche sono grandi (anche se la dimen- 
sione massima dei polinucleotidi sintetici sta aumen- 
tando rapidamente). 

Analogamente, non è stato sviluppato un approccio 
generale per la modificazione postraduzionale delle 
proteine eucariotiche anche se il taglio dei polipepti- 
di mediante trattamento con tripsina o con bromuro 
di cianogeno (paragrafo 6.1E) è stato usato con suc- 
cesso nell’attivazione in vitro di alcuni proenzimi eu- 
cariotici. Infine, la proteolisi preferenziale da parte 
dei batteri di certe proteine degli éucarioti è stata 
elusa inserendo il gene eucariotico all’interno di un 
gene batterico. 

La proteina ibrida che ne risulta ha un polipeptide 
N-terminale di origine batterica che, in alcuni casi, 
impedisce alle proteasi batteriche il riconoscimento 
come estraneo del segmento eucariotico. Lo svilup- 
po, però, di vettori per clonare che si propagano in 
ospiti eucarioti, quali il lievito o cellule animali in 
coltura, ha condotto all’eliminazione di molti di que- 
sti problemi (anche se le modificazioni postraduzio- 
nali possono variare tra eucarioti diversi). Sono di- 
sponibili, infatti, i vettori navetta (detti anche vet- 
tori shuttle) che si possono propagare sia in lievito 
che in E. coli e trasportare quindi dei geni tra questi 
due tipi di cellule. 

La capacità di sintetizzare una data proteina in 
grande quantità ha un enorme potenziale medico, 
agricolo e industriale. L’insulina umana e l’ormone 
della crescita umano, per citarne solo due, sono già 
ampiamente usati in campo clinico, e molti altri so- 
no in via di sviluppo. Di uguale importanza è la 
capacità di modificare proteine ai fini di applicazio- 
ni specifiche mediante mutagenesi sito-specifica (pa- 
ragrafo 28.7). Per molti scopi, però, sarà preferibile 
modificare un organismo intatto invece che solo le 
sue proteine — la vera ingegneria genetica. Per esem- 
pio, se i batteri che fissano l'idrogeno potessero es- 
sere persuasi ad associarsi con piante importanti dal 
punto di vista agricolo oltre ai legumi (un processo 
complicato i cui requisiti non sono ben compresi), 
potrebbe forse essere interamente eliminata la ne- 
cessità di usare fertilizzanti all’azoto per crescere 
Queste piante. 


F. Considerazioni sociali 


Nei primi anni ’70, quando furono discusse per 
la prima volta le strategie dell’ingegneria genetica, 
si capì che si sapeva poco sulla sicurezza degli espe- 
rimenti che venivano proposti. Certamente sarebbe 
stato temerario tentare esperimenti quali l’inserimen- 
to del gene della tossina difterica (paragrafo 30.3G) 
in E. coli convertendo questo simbionte dell’uomo 
in un patogeno mortale. Ma quali pericoli biologici 
sarebbero derivati, per esempio, dal clonaggio di ge- 
ni di virus tumorigenici in E. coli (una tecnica utile 
per l’analisi di questi virus)? Nel 1975, di conseguen- 
za, i biologi molecolari proclamarono una moratoria 
volontaria sugli esperimenti di clonaggio molecolare 
fino a che duesti rischi non avessero potuto essere 
valutati. Questo fatto innescò un acceso dibattito, pri- 
ma tra i biologi molecolari e in seguito nel contesto 
pubblico, tra due campi: quelli che pensavano che 
gli enormi benefici potenziali della ricerca mediante 
DNA ricombinante ne dovessero garantire la conti- 
nuazione una volta prese adeguate misure di sicu- 
rezza, e quelli che sentivano che i potenziali pericoli 
fossero così grandi da non dover procedere in nes- 
sun caso. 

Alla fine, prevalse il primo punto di vista con la 
promulgazione, nel 1976, di una serie di regole da 
parte del governo degli U.S.A. per la regolamenta- 
zione della ricerca mediante DNA ricombinante. 
Esperimenti che erano ovviamente pericolosi furono 
proibiti. In altri esperimenti, la fuga di organismi 
dal laboratorio doveva essere prevenuta mediante 
«contenimento sia fisico che biologico. Per contenimen- 
to biologico si intendeva che i vettori andassero clo- 
nati solo in organismi-ospite dotati di difetti biologici 
tali da impedirne la sopravvivenza al di fuori del 
laboratorio. Per esempio, x1776, il primo ceppo di 
E. coli approvato come «sicuro», ha tra i suoi svariati 
difetti la necessità di acido diamminopimelico, un in- 
termedio nella biosintesi della lisina (paragrafo 24.55), 
che non è presente nell’intestino umano né è comu- 
nemente disponibile nell'ambiente. 

Con il crescere dell’esperienza nella ricerca median- 
te il DNA ricombinante divenne chiaro che le prece- 
denti osservazioni erano in gran parte prive di fon- 
damento. Nessun organismo geneticamente modifi- 
cato è stato ancora descritto come agente di un peri- 
colo inaspettato per la salute. La tecnologia del DNA 
ricombinante, infatti, ha in molti casi eliminato i pe- 
ricoli dello studio di patogeni pericolosi come il vi- 
rus che provoca l’AIDS. Di conseguenza dal 1979 le 
regole che governano la ricerca mediante DNA ri- 
combinante sono state gradualmente allentate. 

Ci sono altre considerazioni sociali, etiche e legali 
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Figura 28.69 (Disegno di T. A. Bramley, in ANDERSEN, K., SHANMU- 
GAM, K.T., Lim, 5.T., CSONKA, L.N., TAIT, R., HENNECKE, H., SCOTT, D.B., 
Hom, S.S.M., HAURY, ].F., VALENTINE, A. e VALENTINE, R.C., Trends Bio- 
chem. Sci., 5, p. 35, 1980. Copyright © Elsevier Biomedical Press, 
1980, con permesso di riproduzione.) 


che dovranno essere affrontate con l’avvento di nuo- 
ve tecniche di ingegneria genetica (Fig. 28.69). L’in- 
sulina umana prodotta nei batteri è ora prescritta di 
routine come trattamento per il diabete e pochi avreb- 
bero da ridire sull’uso della «terapia genica», se essa 
riuscirà ad essere sviluppata, per curare difetti gene- 
tici come l’anemia falciforme (paragrafo 9.3B) e la 
sindrome di Lesch-Nyhan (paragrafo 26.2D). Se tut- 
tavia diventasse possibile alterare caratteri comples- 


aumentata e, inoltre, resistenti alla siccità - come 
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si come la capacità atletica o l'intelligenza, la cui mo- 
dificazione sarebbe considerata desiderabile, sotto 
quali circostanze ciò sarebbe fatto, e chi deciderebbe 
se farlo? Se diventasse facile determinare la composi- 
zione genetica di un individuo, dovrebbe questa in- 
formazione essere usata, per esempio, nella valuta- 
zione delle domande di impiego o di iscrizione a cor- 
si, o nella valutazione dell’eleggibilità di una perso- 
na a godere di un’assicurazione sanitaria? La Corte 
Suprema degli U.S.A. ha stabilito che le nuove for- 
me di vita sviluppate in laboratorio debbano essere 
brevettate. Ma in quale grado tali diritti di proprietà 
impediranno il libero scambio di idee e di informa- 
zioni che ha permesso finora il rapido sviluppo della 
tecnologia del DNA ricombinante? 
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1307] Gli acidi nucleici sono polimeri lineari di nucleo- 
tidi contenenti residui di ribosio nell’RNA o residui 
di deossiribosio nel DNA che sono legati da legami 
fosfodiestere 3’ ——> 5°. Nei DNA ed RNA a doppia 
elica la composizione di basi obbedisce alle regole di 
Chargaff: A=T e G=C. L’RNA ma non il DNA è su- 
scettibile di idrolisi catalizzata dalle basi. 

Il DNA-B consiste di una doppia elica destrorsa di 
catene parallele di zuccheri-fosfati con —10 bp per 
giro di 34 À e con le basi tutte perpendicolari all’asse 
dell’elica. Le basi sui filamenti opposti si legano me- 
diante legami idrogeno in modo geometricamente com- 
plementare per formare le coppie di basi A-T e G-C 
del modello di Watson e Crick. Il DNA si replica in 
modo semiconservativo come è stato dimostrato dal- 
l’esperimento di Meselson e Stahl. In condizioni di scar- 
sa umidità, il DNA-B va incontro a, una trasforma- 
zione reversibile in una doppia elica destrorsa più lar- 
ga e più piatta chiamata DNA-A. Il DNA-Z, che si 
forma ad alte concentrazioni di sali a partire da poli- 
nucleotidi di sequenze di basi puriniche e pirimidini- 
che alternate, è una doppia elica sinistrorsa. Gli RNA 
a doppia elica e gli ibridi DNA-RNA hanno strutture 
tipo il DNA-A. In natura, il DNA è presente sotto for- 
ma di molecole di enorme lunghezza che vengono fa- 
cilmente rotte meccanicamente con le manipolazioni 
di laboratorio, dato che sono anche piuttosto rigide. 

Quando il DNA viene scaldato oltre la sua tempera- 
tura di fusione, Tm, si denatura e i filamenti si se- 
parano. Questo processo può essere seguito tramite 
l’ipercromismo dello spettro del DNA sotto radiazio- 
ne UV. L’orientamento intorno al legame glicosidico 
e i vari angoli di torsione nella catena di zuccheri- 
fosfati sono stericamente limitati negli acidi nucleici. 
Analogamente, vengono comunemente osservate solo 
poche delle possibili conformazioni della ripiegatura 
dello zucchero. L’appaiamento delle basi secondo Wat- 
son e Crick è complementare sia geometricamente che 
elettronicamente. Le interazioni di tipo legami idro- 
geno, però, non stabilizzano significativamente la 
struttura degli acidi nucleici. Essa è in gran parte sta- 
bilizzata, piuttosto, da interazioni idrofobiche. Ciò non 
di meno le forze idrofobiche negli acidi nucleici han- 
no un carattere qualitativamente diverso da quelle 
che stabilizzano le proteine. Anche le interazioni elet- 
trostatiche tra i gruppi fosfato carichi sono impor- 
tanti determinanti strutturali degli acidi nucleici. 

Gli acidi nucleici vengono frazionati mediante mol- 
te delle tecniche che vengono usate per separare le 
proteine. La cromatografia su idrossiapatite separa 
il DNA a filamento singolo da quello a doppio fila- 
mento. L’elettroforesi su gel di poliacrilamide o di aga- 


rosio separa il DNA principalmente sulla base delle 
sue dimensioni. I DNA molto grandi possono essere 
separati mediante elettroforesi su gel di agarosio in 
campo pulsante. Si possono individuare sequenze di 
basi specifiche nel DNA mediante la tecnica del tra- 
sferimento (blotting) di Southern e nell’RNA median- 
te una tecnica simile detta trasferimento di Northern. 
Il DNA può essere frazionato a seconda della compo- 
sizione di basi mediante ultracentrifugazione su gra- 
diente di densità di CsCl. Specie diverse di RNA pos- 
sono essere separate mediante ultracentrifugazione z0- 
nale in un gradiente di saccarosio. 

Il numero di legame di un DNA circolare chiuso co- 
valentemente è topologicamente invariante. Di conse- 
guenza, un qualunque cambiamento nel numero di 
giri di elica di un duplex circolare deve essere bilan- 
ciato da un cambiamento uguale e opposto del suo 
numero di giri di superelica, che indica il suo grado 
di superavvolgimento. Il superavvolgimento può esse- 
re indotto da agenti intercalanti. La mobilità elettro- 
foretica su gel del DNA aumenta con il suo grado di 
superelicità. I DNA presenti naturalmente sono tutti 
superavvolti negativamente e questo è necessario per- 
ché possano partecipare ai processi di replicazione del 
DNA, trascrizione dell'RNA e ricombinazione geneti- 
ca. Le topoisomerasi di tipo I (enzimi di taglio e di 
saldatura) rilassano i DNA superavvolti negativamen- 
te, di un superavvolgimento alla volta, creando una 
interruzione in un singolo filamento, passando un’an- 
sa a filamento singolo attraverso l’apertura, e risal- 
dando l’interruzione. Le topoisomerasi di tipo II (gi- 
rasi) generano superavvolgimenti negativi a spese del- 
l’idrolisi di ATP. Lo fanno, di due superavvolgimenti 
alla volta, producendo un’interruzione nei due fila- 
menti di DNA, passando la doppia elica attraverso 
di essa, e risaldando l’interruzione. 

Gli acidi nucleici possono essere sequenziati con la 
stessa strategia di base usata per sequenziare le pro- 
teine. Frammenti definiti di DNA vengono generati 
medianti endonucleasi di restrizione di Tipo Il, che 
tagliano il DNA in corrispondenza di sequenze speci- 
fiche e di solito palindromiche lunghe da quattro a 
sei basi. Le mappe di restrizione forniscono dei punti 
di riferimento fisico su una molecola di DNA facil- 
mente localizzati. Nel metodo del taglio chimico per 
la determinazione della sequenza di DNA un fram- 
mento definito di DNA viene marcato con *?P a una 
estremità e sottoposto a un processo di taglio chimico 
che lo taglia a caso dopo un particolare tipo di base. 
L’elettroforesi dei quattro campioni di DNA tagliati 
in modo diverso in linee parallele di un gel di sequen- 
za risolve frammenti le cui dimensioni differiscono 
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di un solo nucleotide. La sequenza di basi di un DNA 
può essere letta direttamente da un’autoradiografia 
del gel. Nel metodo della terminazione della catena, 
il DNA che deve essere sequenziato viene replicato ad 
opera della DNA polimerasi I in presenza di un deos- 
sinucleoside trifosfato radiomarcato con [a-*°P] e di 
una piccola quantità dell’analogo dideossi di uno dei 
nucleosidi trifosfati. Questo genera una serie di cate- 
ne marcate con 3P che si interrompono in corrispon- 
denza delle varie posizioni occupate dalla base corri- 
spondente. Un’autoradiografia del gel di sequenza con- 
tenente i quattro gruppi di frammenti, ciascuno ter- 
minante dopo un diverso tipo di base, indica la se- 
quenza di basi del DNA. L’RNA può essere sequen- 
ziato determinando la sequenza del suo cDNA corri- 
spondente o mediante determinazione diretta della se- 
quenza con una variante del metodo del taglio chimico. 

Gli oligonucleotidi sono indispensabili alla tecnolo- 
gia del DNA ricombinante; essi vengono usati per iden- 
tificare geni normali e mutati e per modificare speci- 
ficamente dei geni mediante mutagenesi sito-specifica. 
Oligonucleotidi di sequenza definita vengono sintetiz- 
zati con il metodo del triestere fosfato, un processo 
ciclico, non acquoso, in fase solida e automatizzato. 


Un frammento di DNA può essere prodotto in gran- 

di quantità inserendolo, mediante le tecniche del DNA 
ricombinante, in un opportuno vettore per clonare. 
Questo può essere un plasmide, un batteriofago, un 
cosmide o un cromosoma artificiale di lievito (YAC) 
derivato mediante ingegneria genetica. Per essere clo- 
nato il DNA viene di solito preparato come frammen- 
ti di restrizione in modo da poter essere specificamente 
legato con il corrispondente taglio di restrizione nel 
vettore di clonaggio. Il collegamento del gene può an- 
che avvenire mediante la generazione di code di omo- 
polimeri complementari sul frammento di DNA e sul 
vettore di clonaggio o mediante l’uso di elementi pa- 
lindromici sintetici di collegamento contenenti sequenze 
di restrizione. 
L’introduzione di un vettore di clonaggio ricombinan- 
te in un organismo ospite opportuno permette la pro- 
duzione in quantità praticamente illimitata del seg- 
mento di DNA estraneo. Un particolare gene può es- 
sere isolato mediante l’analisi di una genoteca del- 
l'organismo produttore del gene. Le tecniche di inge- 
gneria genetica possono anche essere usate per pro- 
durre in grandi quantità proteine altrimenti scarse 
o modificate in modo specifico. 
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1. Gli appaiamenti di basi non conformi al modello di 
Watson e Crick hanno importanza biologica. Per 
esempio: (a) l’ipoxantina (6-oxopurina) è spesso una 
delle basi dell’anticodone del tRNA (i tre nucleotidi 
consecutivi che si appaiano con l’mRNA). Con quale 
base sull’mRNA è probabile che si appai l’ipoxanti- 
na? Disegnate la struttura di questa coppia di basi. 
(b) Il tRNA spesso fa un appaiamento G-U con 
mRNA. Disegnate una plausibile struttura per que- 
sta coppia di basi. (c) Molte specie di tRN A contengo- 
no un complesso U - A - U legato da legami idroge- 
no. Disegnate due plausibili strutture per questo com- 
plesso in cui ciascuna U formi per lo meno due lega- 
mi idrogeno con la A. (d) Delle mutazioni possono 
insorgere durante la replicazione del DNA quando 
avvengono degli appaiamenti errati come risultato 
della formazione transitoria di una rara forma tau- 
tomerica di una base. Disegnate la struttura di una 
coppia di basi con la geometria appropriata secondo 
Watson e Crick che contenga una rara forma tauto- 
merica di adenina. Quale cambiamento della sequenza 
di basi sarebbe determinato da un tale disaccoppia- 
mento? 


2. Qual è la massa molecolare e la lunghezza totale di 
una sezione di DNA-B che codifichi una proteina di 
40 kD? Ciascun amminoacido è specificato da tre ba- 


si contigue su un singolo filamento di DNA (para- 
grafo 30.1). 


*3. L'orientamento antiparallelo dei filamenti comple- 
mentari del DNA duplex è stato elegantemente di- 
mostrato nel 1960 da Arthur Kornberg mediante l’a- 
nalisi del vicino più prossimo. Con questa tecnica 
il DNA viene sintetizzato dalla DNA polimerasi I a 
partire da un deossinucleoside trifosfato marcato con 
[a-32P] e da tre non marcati. Il prodotto risultante 
viene idrolizzato da una DNasi che taglia i legami 
fosfodiestere sul lato 3’ di tutti i deossinucleotidi. 
In questo esempio, le frequenze relative di ritrova- 
mento di ApA, CpA, GpA e TpA nel DNA possono 
essere determinate misurando le quantità relative di 


ppp ‘A + pppC + pppG+ pppT 


PP; DNA polimerasi 


... POpT p ApCpCp *ApGp Ap *ApTp--- 


H20 È DNasi I 


«.--+ Cp+ Tp “+ Ap+ Cp+ Cp *+ Ap+ Gp *+ Ap "+ Ap+t Tpt-.. 


Ap*, Cp*, Gp* e Tp'*, rispettivamente, nel prodot- 
to. Le frequenze relative a cui sono presenti gli al- 
tri 12 dinucleotidi possono essere analogamente de- 
terminate marcando, a turno, gli altri tre nucleosi- 
di trifosfati nelle reazioni di cui sopra. Ci sono equi- 
valenze tra le quantità di certe coppie di dinucleo- 
tidi. L'identità, tuttavia, di queste equivalenze di- 
pende dal fatto che il DNA sia costituito da fila- 
menti paralleli o da filamenti antiparalleli. Quali so- 
no queste equivalenze in entrambi i casi? 


4. Quale sarebbe l’effetto dei seguenti agenti sulla cur- 
va di fusione di una soluzione acquosa di DNA du- 
plex? Date una spiegazione. (a) Diminuzione della 
forza ionica della soluzione. (b) Passaggio sotto una 
alta pressione della soluzione di DNA attraverso un 
orifizio molto stretto. (c) Portare la soluzione ad ade- 
nina 0,1m. (d) Riscaldamento della soluzione di 25 
°C sopra il punto di fusione del DNA e suo rapido 
raffreddamento fino a 25 °C sotto il punto di fusio- 
ne del DNA. (e) Aggiunta di una piccola quantità 
di etanolo alla soluzione di DNA. 


5. Qual è il meccanismo della denaturazione alcalina 
del DNA? 


*6. A concentrazioni di Na* > 10m la Tm del DNA di- 
minuisce con l'aumentare della [Na*]. Spiegate 
questo comportamento. (Suggerimento: considerate 
i requisiti di solubilità di Na*.) 
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Perché le conformazioni dell’anello di ribosio più 
comunemente osservate sono quelle in cui o l’ato- 
mo C(2‘) o l'atomo C(3‘) sono fuori dal piano degli 
altri quattro atomi dell’anello? (Suggerimento: nel 
piegare un anello planare di modo che un atomo 
sia fuori dal piano degli altri quattro, i sostituenti 
intorno al legame opposto dell’atomo fuori dal pia- 
no rimangono nascosti. Ciò si osserva meglio con 
un modello a sfere e bastoncini.) 


Il DNA del virus del polioma può essere separato 
mediante sedimentazione a pH neutro in tre com- 
ponenti che hanno coefficienti di sedimentazione 
di 20, 16 e 14,59 e che sono noti come DNA di Tipo 
I, II e III rispettivamente. Questi DNA hanno tutti 
una identica composizione di basi e massa moleco- 
lare. In 0,15M NaCl i DNA di Tipo Il e di Tipo III 


hanno curve di fusione di normale cooperatività e . 


una T,, di 88 °C. Il DNA di Tipo I, però, mostra 
una curva di fusione molto allargata e una Tm di 
107 °C. A pH 13 i DNA di Tipo I e III hanno coeffi- 
cienti di sedimentazione di 53 e 16S. In che modo 
i DNA di Tipo I, Il e III differiscono l’uno dall’altro? 
Date una spiegazione delle loro diverse proprietà 
fisiche. 


Un DNA a doppia elica circolare e chiuso ha un seg- 
mento di 100 bp di residui C e G alternati. In segui 
to a trasferimento in una soluzione contenente un’al- 
ta concentrazione di sali, questo segmento va in- 
contro a una transizione dalla conformazione 8 alla 
conformazione Z. Quali sono i cambiamenti che si 
accompagnano a questo fenomeno per quanto con- 
cerne numero di legame, numero di giri di elica 
e numero di giri di superelica? 


Avete scoperto un enzima secreto da un batterio 
particolarmente virulento che taglia il legame C(2°) 
C(3’) del residuo di ribosio del DNA duplex. Qual 
è l’effetto di questo enzima sul DNA superavvolto? 


Il DNA di SV40 è una molecola circolare di 5 243 
bp che è per il 40% G+C. In assenza di informazio- 
ni sulla sequenza, quanti tagli vi aspettate che fac- 
ciano nel DNA di SV40 gli enzimi di restrizione 
Tagi, EcoRI, Pstl e Haell? (Nella Fig. 28.49 è indicato 
il numero di tagli che questi enzimi di restrizione 
fanno effettivamente.) 


Un cromosoma batterico consiste di un complesso 
DNA-proteine in cui la sua singola molecola di DNA 
appare superavvolta, come è dimostrato con la tito- 
lazione del bromuro di etidio. Contrariamente al caso 
del DNA duplex circolare e nudo, però, il taglio di 
un filamento singolo del DNA cromosomico non abo- 
lisce questo superavvolgimento. Che indicazioni dà 
questo fenomeno sulla struttura del cromosoma bat- 
terico, cioè, come viene limitato il DNA dalle sue 
proteine? 


Quali delle endonucleasi di restrizione elencate nel- 
la Tabella 28.5 producono estremità tronche? Quali 
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Figura 28.70 (Fonte: SMITH, D. R. e Cavo, }. M., Nucleic Acid Res., 
8, p. 2268, 1980.) 
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di esse sono isoschizomeri (enzimi che hanno la 
stessa sequenza di riconoscimento ma non tagliano 
necessariamente in corrispondenza dello stesso si- 
to; dal greco isos, uguale; e schizein, tagliare); quali 
di esse sono isocaudameri (enzimi che producono 
identiche estremità coesive; dal latino cauda, coda)? 


Nello studiare una specie batterica appena scoperta 
nelle fogne di Berkeley isolate un plasmide che so- 


15. 


spettate sia portatore di geni che conferiscono la 
resistenza a parecchi antibiotici. Per caratterizzare 
questo plasmide decidete di fare la sua mappa di 
restrizione. Le dimensioni dei frammenti di restri- 
zione dei plasmidi, determinate dalla loro mobilità 
elettroforetica su gel di agarosio, sono elencate nel- 
la tabella seguente. Dai dati costruite la mappa di 
restrizione del plasmide. 


Dimensioni dei frammenti di restrizione di un DNA 
plasmidico 


Enzimi di Dimensioni dei 
restrizione frammenti (kb) 
EcoRI 5,4 

Hindlll zi 490 iA 
Sall 5,4 

EcoRI+ HindII 2,1 1,4 1,3 0,6 
EcoRI + Sall 3,2 2,2 

HindII1 + Sall 1,9 1,4 1,2 0,9 


La Fig. 28.70 mostra un autoradiogramma del gel 
di sequenza di un frammento di restrizione otte- 
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nuto con Haelll dal gene di E. coli K12 che codifica 
la diidrofolato reduttasi. Il DNA è stato trattato col 
metodo del taglio chimico per la determinazione 
della sequenza del DNA dopo marcatura con 3°P 
in corrispondenza della sua estremità 3°’. Leggete 


la sequenza delle prime 50 basi a partire dal fondo 
del gel. 


Quanti frammenti di DNA di lievito di lunghezza 
media di 5 kb devono essere clonati per essere cer- 
ti al 90, 99 e 99,9% che una genoteca contenga un 
particolare segmento? Il cromosoma di lievito con- 
siste di 13 500 kb. 


Molte delle operazioni di routine in ingegneria ge- 
netica vengono fatte utilizzando dei «kit» disponi- 
bili commercialmente. Genbux Inc., un futuro pro- 
duttore di tali kit, ha chiesto la vostra opinione sul- 
la fattibilità di fornire un kit di vettori di clonaggio 
in fagi \ intatti la cui sezione centrale del DNA sia 
già rimossa. Presumibilmente un «mago del clonag- 
gio» potrebbe così crescere la necessaria quantità 
di fago, isolare il suo DNA e tagliarlo con enzimi 
di restrizione senza dover andare incontro alla fati- 
ca di separarne la sezione centrale. Quale consiglio 
dareste all’industria? 
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1. Il ruolo dell'RNA nella sintesi proteica 
A. L'induzione enzimatica 


B. L'RNA messaggero 


2. La RNA polimerasi 
. La struttura dell'enzima 


. Il legame al filamento stampo 


A 
B 
C. La reazione d'inizio della catena 
D. L'allungamento della catena 

E. La terminazione della catena 

F. 


Le RNA polimerasi degli eucarioti 


3. Il controllo della trascrizione nei procarioti 

A. | promotori 

B. Il repressore lac 

C. L'inibizione da cataboliti: un esempio di attivazione genica 

D. L'operone dell'arabinasio (operone araBAD): controllo positi- 
vo e negativo da parte della stessa proteina 

E. L'operone trp: l'attenuazione 

F. La regolazione della sintesi di RNA ribosomiale la risposta strin- 
gente 


4. Le modificazioni dell'RNA dopo la trascrizione 
A. | processi di modificazione dell'RNA messaggero 
B. | processi di modificazione dell'RNA ribosomiale 


C. | processi di modificazione dell'RNA transfer 
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La trascrizione 


[1309] Ci sono tre classi principali di RNA, di cui tutte 
partecipano alla sintesi proteica: l’RNA ribosomia- 
le (rRNA), l’RNA transfer o di trasferimento 
GRNA) e l’RNA messaggero (mRNA). Tutti que- 
sti RNA vengono sintetizzati sotto la direzione di uno 
stampo di DNA, un processo noto come trascrizione. 

Il coinvolgimento dell’RNA nella sintesi proteica è 
risultato evidente alla fine degli anni °30 attaverso 
gli studi di Torbjòrn Caspersson e Jean Brachet. Ca- 
spersson trovò, usando tecniche di microscopia, che 
il DNA è confinato duasi esclusivamente nel nucleo 
delle cellule eucariotiche, mentre RN. . sii va prin 
cipalmente nel citoplasma. Brachet, che va svi- 
luppato metodi opportuni per il frazionamento degli 
organelli cellulari, pervenne alle stesse conclusioni 
mediante analisi chimiche dirette. Egli scoprì, inol- 
tre, che le particelle citoplasmatiche contenenti RNA 
sono anche ricche di proteine. Entrambi gli investi 
gatori notarono che la concentrazione di queste par- 
ticelle RNA-proteine (che sono state in seguito chia- 
mate ribosomi) è correlata alla velocità con cui una 
cellula sintetizza le proteine, implicando una rela- 
zione tra RNA e sintesi proteica. Brachet, infatti, sug- 
gerì persino che le particelle RNA-proteine fossero la 
sede della sintesi proteica. 

L’ipotesi di Brachet si dimostrò valida quando ne- 
gli anni ’50 divennero disponibili gli amminoacidi 
marcati. Poco tempo dopo l’iniezione in un ratto 
di un amminoacido marcato, la maggior parte della 
radioattività che risultava incorporata nelle protei- 
ne era associata con i ribosomi. Questo esperimento 
servì anche a stabilire che la sintesi proteica non 
è immediatamente diretta dal DNA poiché, per lo 
meno negli eucarioti, il DNA e i ribosomi non sono 
mai a contatto. 

Nel 1958, Francis Crick riassunse la relazione, allo- 
ra scarsamente percepita, tra DNA, RNA e proteine 
in uno schema che descrisse come il dogma centra- 
le della biologia molecolare: il DNA dirige la propria 
replicazione e la trascrizione in RNA che, a sua vol- 
ta, dirige la propria traduzione in proteine (Fig. 29.1). 
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Figura 29.1 ll dogma centrale della biologia molecolare. Le frecce 
piene indicano i tipi di trasferimento dell’informazione genetica che 
avvengono in tutte le cellule. | trasferimenti speciali sono indicati 
con le frecce tratteggiate: la RNA polimerasi diretta da RNA è presen- 
te sia in certi virus a RNA che in alcune piante (dove ha una funzione 
ignota); la DNA polimerasi diretta da RNA (trascrittasi inversa) è pre- 
sente in altri virus a RNA e che il DNA possa direttamente codificare 
una proteina non è noto ma non sembra impossibile. Dove mancano 
le frecce, però, significa che quel tipo di trasfefimento d’informazio- 
ne non può avvenire secondo quanto postulato dal dogma centrale: 
cioè che delle proteine specifichino DNA, RNA o proteine. In altre 
parole, /e proteine possono solo essere i riceventi dell’informazione 
genetica. (Fonte: CRick, F., Nature, 227, p. 562, 1970.) 


L’uso peculiare della parola «dogma», una definizione 
di ciò di cui in una dottrina religiosa un credente non 
può dubitare, è nata da un fraintendimento. Quando 
Crick formulò il dogma centrale, pensava che dogma 
significasse «un’idea di cui non ci fosse un’evidenza 
ragionevole». 


Iniziamo questo capitolo discutendo gli esperimenti 
che hanno portato alla delucidazione del ruolo cen- 
trale dell’mRNA nella sintesi proteica. Studieremo 
quindi il meccanismo della trascrizione e il suo con- 
trollo nei procarioti. Infine, nell’ultimo paragrafo, 
prenderemo in considerazione le modificazioni po- 
strascrizionali dell'RNA sia nei procarioti che negli 
eucarioti. La traduzione è il soggetto del Capitolo 30. 


1. IL RUOLO DELL’RNA 
NELLA SINTESI PROTEICA 


310] Le proteine sono codificate dall’'mRNA e sinte- 
tizzate sui ribosomi. Quest’idea è nata dallo studio 
dell’induzione enzimatica, un fenomeno per cui 
i batteri variano la velocità di sintesi di enzimi speci- 
fici in risposta a modificazioni dell'ambiente. Vedre- 
mo più oltre che l’induzione enzimatica è una conse- 
guenza della regolazione della sintesi dell’'mRNA da 


parte di proteine che si legano specificamente agli 
stampi di DNA degli mRNA. 


A. L'induzione enzimatica 


1311] Si stima che i batteri E. coli possano sintetizza- 
re 3 000 polipeptidi diversi (paragrafo 27.1D). C'è tut- 
tavia un’enorme variazione nella quantità in cui so- 
no prodotti questi diversi polipeptidi. Le varie pro- 
teine ribosomiali, per esempio, possono ciascuna es- 
sere presenti in più di 10 000 copie per cellula, men- 
tre certe proteine regolatrici (vedi più avanti) sono 
presenti normalmente in meno di 10 copie per cellu- 
la. Molti enzimi, in particolare quelli coinvolti nelle 
funzioni di base di mantenimento della cellula, sono 
sintetizzati a un ritmo più o meno costante; questi 
sono chiamati enzimi costitutivi. Altri enzimi, chia- 
mati enzimi inducibili o adattativi, sono sintetiz- 
zati a ritmi che variano con le circostanze in cui si 
trova la cellula. 


Gli enzimi che metabolizzano il lattosio 
sono inducibili 


1312]I batteri, come si sa fin dal 1900, si adattano 
all'ambiente producendo enzimi che metabolizzano 
determinati elementi nutritizi, per esempio il latto- 
sio, solo quando queste sostanze sono disponibili. E. 
coli cresciuti in assenza di lattosio sono inizialmente 
incapaci di metabolizzare questo disaccaride. Per po- 
terlo fare hanno bisogno di due proteine: la B-galat- 
tosidasi, che catalizza l’idrolisi del lattosio nei suoi 
componenti monosaccaridici; 


CH,0H CH,0H 
O, OH 
H 
OH H 
H OH 


Lattosio 


| B-galattosidasi 


CH,OH CH,0H 
HO O, OH H O, OH 
H Fi H 
OH H OH H 
H H HO 
H OH H OH 
Galattosio Glucosio 


e la galattoside permeasi (nota anche come latto- 
sio permeasi; paragrafo 18.4B), che trasporta il lat- 
tosio nella cellula. Gli E. coli cresciuti in assenza di 
lattosio contengono solo poche molecole di queste pro- 
teine. Pochi minuti dopo l’introduzione di lattosio nel 
mezzo di coltura, però, gli E. coli aumentano la velo- 
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Figura 29.2 La cinetica di induzione della 6-galattosidasi in £. coli. 
(Fonte: COHN, M., Bacteriol. Rev., 21, p. 156, 1957.) 


cità di sintesi di queste proteine di circa 1000 volte 
e mantengono questo ritmo fino a che non c’è più 
lattosio a disposizione. La velocità di sintesi torna 
quindi ai suoi bassissimi livelli (Fig. 29.2). Questa ca- 
pacità di produrre una serie di proteine solo quando 
sono presenti le sostanze che esse metabolizzano per- 
mette ai batteri di adattarsi al loro ambiente senza 
la necesità debilitante di sintetizzare continuamente 
grandi quantità di sostanze altrimenti non necessarie. 

Il lattosio o uno dei prodotti del suo metabolismo 
deve in qualche modo stimolare la sintesi delle sud- 
dette proteine. Una tale sostanza viene chiamata in- 
duttore. L’induttore fisiologico del sistema del latto- 
sio, l’isomero del lattosio 1,6 allolattosio, 


CH,0H __—_ KH 

HO 0) OT H O, OH 
H KH 
OH HK OH H 

H H HO 
H OH H OH 


1,6-allolattosio 
deriva dall’occasionale transglicosilazione del latto- 
sio ad opera della 8-galattosidasi. La maggior parte 
degli studi sul sistema del lattosio impiegano l’iso- 
propiltiogalattoside (IP TG), 
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un potente induttore che assomiglia strutturalmente 
all’allolattosio ma che non è degradato dalla 8-galat- 
tosidasi. 

Gli induttori del sistema del lattosio stimolano an- 
che la sintesi di tiogalattoside transacetilasi, un 
enzima che, in vitro, trasferisce un gruppo acetilico 
dell’acetil-CoA al gruppo C(6)-OH di un f-tiogalattoside 
come l’IPTG. Poiché, però, la fermentazione del ga- 
lattosio procede normalmente in assenza di tiogalat- 
toside transacetilasi, il ruolo fisiologico di questo en- 
zima non è noto. 


I geni del sistema lac formano un operone 


[313]! geni che codificano f-galattosidasi, galattosi- 
de permeasi e tiogalattoside transacetilasi native so- 
no designate con Z*, Y* e A* rispettivamente. La 
mappatura genetica dei mutanti deficitari Z7, YT e 
A° ha mostrato che questi geni strutturali lac (ge- 
ni che codificano polipeptidi) sono disposti in modo 
contiguo sul cromosoma di E. coli (Fig. 29.3; la map- 
patura genetica è descritta nel paragrafo 27.1). Que- 
sti geni, assieme agli elementi di controllo P e O, for- 
mano un’unità genetica chiamata operone, e più spe- 
cificamente l’operone del lattosio. La natura degli 
elementi di controllo è descritta più oltre. Il ruolo 
degli operoni nell’espressione dei geni nei procarioti 
è presa ‘in esame nel paragrafo 29.3. 


Il repressore lac inibisce la sintesi delle proteine 


. dell’operone del lattosio 


[1314] Un indizio essenziale su come E. coli sintetizza 
le proteine è stato fornito da una mutazione che de- 
termina la sintesi in gran copia delle proteine del 
lac operone in assenza di un induttore. Questa cosid- 
detta mutazione costitutiva si trova in un gene, 
designato I, che è diverso dai geni che codificano gli 
enzimi lac anche se è strettamente legato ad essi (Fig. 
29.3). Qual è la natura del prodotto del gene I? A 


+ Gene __| Siti di, Geni strutturali 
regolatore controllo — ] 


=——_—__ Operone del lattosio —T—___>— 


Figura 29.3 Una mappa genetica dei geni di E. coli che codificano 
le proteine che mediano il metabolismo del lattosio e i siti genetici 
che controllano la loro espressione. ! geni Z, Y e A, rispettivamente, 
codificano 8-galattosidasi, galattoside permeasi e tiogalattoside tran- 
sacetilasi. 


mc 


1315 


La trascrizione 973 


> 88-08-10538-5 


15 o ® 

L 5 S Aggiunta 

E E 3 dell'induttore 
a DE 

Sat È 

= D 

72] 

Do 

2 (te) | 

(a) les 

9 s|- 

T | Nessun 

È induttore 


Tempo (h) 


Figura 29.4 La comparsa di 8-galattosidasi nei merozigoti transitori 
{diploidi parziali) formati dalla coniugazione tra donatori /* Z*Hfr 
e riceventi /7Z7F7. Il ceppo FT è inoltre resistente sia al batteriofa- 
go T6 che alla streptomicina, mentre il ceppo Hfr è sensibile a questi 
agenti. Entrambi i tipi di cellule sono stati cresciuti e coniugati in 
assenza di induttore. Dopo un tempo sufficiente al trasferimento dei 
geni /ac le cellule Hfr sono state selettivamente uccise dall’aggiunta 
di fago T6 e streptomicina. In assenza dell'induttore (curva inferiore) 
la sintesi di 6-galattosidasi inizia intorno al momento in cui i geni 
lac entrano nelle cellule FT e continua per circa un'ora. Se l’indut- 
tore viene aggiunto appena dopo che le cellule Hfr sono state uccise 
(curva superiore) la sintesi di enzima continua. Questo dimostra che 
la cessazione della sintesi di 6-galattosidasi in cellule non indotte 
non è dovuta alla perdita intrinseca della capacità di sintetizzare que- 
sto enzima. (Fonte: PARDEE, A. B., JACOB, F. e MONOD, |., /. Mol. Biol., 
1, p. 173, 1959.) 


questa domanda ha risposto un ingegnoso esperimen- 
to effettuato da Arthur Pardee, Francois Jacob e Ja- 
ques Monod. Dei batteri Hfr di genotipo I*Z* sono 
stati accoppiati con un ceppo FT di genotipo ITZ7 
in assenza di induttore mentre veniva registrata l’at- 
tività della B-galattosidasi in coltura (Fig. 29.4; l’ac- 
coppiamento dei batteri è descritto: nel paragrafo 
27.4D). Inizialmente, come ci si aspettava, non si è 
registrata alcuna attività della 8-galattosidasi dato che 
i donatori Hfr erano privi di induttore e i riceventi 
F- erano incapaci di produrre enzima attivo (solo 
il DNA passa attraverso il ponte citoplasmatico che 
collega due batteri in accoppiamento). Circa un’ora 
dopo l’inizio dell’accoppiamento, tuttavia, giusto 
quando i geni di /*Z* risultano entrati nelle cellule 
F-, si registrò la sintesi di B-galattosidasi, che cessò 
solo dopo circa un’altra ora. La spiegazione di queste 
osservazioni è che il gene Z* donato, in seguito al- 
l'ingresso nel citoplasma delle cellule I°, dirige la 
sintesi della 68-galattosidasi in modo costitutivo. Solo 
dopo che il gene I* donato ha avuto abbastanza 
tempo di essere espresso è in grado di reprimere la 
sintesi di 6-galattosidasi. Il gene I* deve quindi dare 


origine a un prodotto diffusibile, il repressore lac, 
che inibisce la sintesi di B-galattosidasi (e delle altre 
proteine lac). Gli induttori come IPTG inattivano tem- 
poraneamente il repressore lac, mentre le cellule I° 
sintetizzano costitutivamente gli enzimi lac poiché 
sono prive di un repressore funzionale. 

Il repressore lac, come vedremo nel paragrafo 29.3B, 
è una proteina. 


B. L'RNA messaggero 


[1315] La natura della molecola bersaglio del repres- 
sore lac è stata dedotta, nel 1961, mediante un’acuta 
analisi genetica da Jacob e Monod. Un secondo tipo 
di mutazione costitutiva nel sistema del lattosio, de- 
signato O° (che sta per operatore costitutivo), che 
da studi di complementazione risulta essere indipen- 
dente dal gene I, mappa tra i geni I e Z (Fig. 29.3). 
Nel ceppo F' parzialmente diploide O°Z7/FO*Z*, 
l’attività della B-galattosidasi è inducibile mediante 
IPTG mentre il ceppo 0°Z*/FO*Z" sintetizza que- 


(a) Assenza di induttore 
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Figura 29.5 L'espressione dell'operone del lattosio. (a) In assenza di 
induttore il repressore, il prodotto del gene /, si lega all'operatore 
impedendo la trascrizione dell’operone /ac. (b) In seguito al legame 
con l’induttore, il repressore si dissocia dall'operatore permettendo 
la trascrizione e la susseguente traduzione dei geni strutturali /ac. 
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sto enzima costitutivamente (nei batteri F‘ il plasmi- 
de fattore F contiene un segmento del cromosoma 
batterico, in questo caso una porzione dell’operone 
del lattosio; paragrafo 27.1D). Un gene 0* può quin- 
di controllare solo l’espressione di un gene Z sullo stes- 
so cromosoma. Lo stesso è vero per i geni Y* e A*. 

Le osservazioni di Jacob e Monod li hanno portati 
a concludere che le proteine sono sintetizzate con 
un processo a due stadi: 


1. I geni strutturali sul DNA vengono trascritti in 
filamenti complementari di RNA messaggero 
(MRNA). 

2. Gli mRNA si associano transitoriamente con i ri- 
bosomi, che essi dirigono nella sintesi dei poli- 
peptidi. 


Quest’ipotesi spiega il comportamento del sistema lac 
(Fig. 29.5). In assenza di induttore, il repressore lac 
si lega specificamente al gene O (l’operatore) in mo- 
do da bloccare fisicamente la trascrizione enzimatica 
dell’mRNA. In seguito al legame con l’induttore, il re- 
pressore si dissocia dall’operatore permettendo così 
la trascrizione e la successiva traduzione degli enzi- 
mi lac. Il sistema operatore-repressore-induttore agi- 
sce quindi come un interruttore molecolare così che 
l'operatore lac può solo controllare l’espressione de- 
gli enzimi lac sullo stesso cromosoma. I mutanti 0° 
sintetizzano costitutivamente gli enzimi lac perché 
sono incapaci di legare il repressore. 
L’espressione coordinata (cioè l’espressione simul- 
tanea) di tutti e tre gli enzimi lac sotto il controllo 
di un singolo sito operatore deriva, come hanno teo- 
rizzato Jacob e Monod, dalla trascrizione del lac ope- 
rone come un singolo mRNA policistronico che di- 
rige la sintesi ribosomiale di ciascuna di queste pro- 
teine. 

Questo meccanismo di controllo della trascrizione è 
ulteriormente discusso nel paragrafo 29.3. (Si dice che 
coppie di sequenze di DNA che sono sulla stessa mo- 
lecola di DNA sono in cis — dal latino: da questo lato 
— mentre quelle su molecole di DNA diverse sono 
in trans — dal latino: attraverso. Sequenze di con- 
trollo come il gene O, che sono attive solo sulla stessa 
molecola del DNA del gene che controllano, sono det- 
te elementi che agiscono in cis. Si dice invece che 
quelle come lac, che specificano la sintesi di prodot- 
ti che diffondono e possono quindi essere localizzati 
su di una molecola di DNA diversa da quella dei ge- 
ni che controllano, dirigono la sintesi di fattori che 
agiscono in trans.) 
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Gli mRNA hanno le proprietà 
che erano state predette 


La cinetica dell’induzione enzimatica, come in- 
dicato per esempio nelle Figg. 29.2 e 29.4, richiede 
che gli mRNA postulati siano entrambi rapidamente 
sintetizzati e rapidamente degradati. Un RNA con 
un turnover così rapido è stato di fatto osservato in 
E. coli infettati da T2. La composizione di basi di que- 
sta frazione di RNA, inoltre, assomiglia a quella del 
DNA virale piuttosto che a quella del DNA batterico. 
L’RNA ribosomiale, che rappresenta fino al 90% del. 
lPRNA di una cellula, ha un turnover molto più lento 
di quello dell’mRNA. I ribosomi non sono quindi per- 
manentemente dedicati alla sintesi di una particola- 
re proteina (un’ipotesi una volta in voga). I ribosomi 
sono, piuttosto, dei sintetizzatori non specifici di pro- 
teine che producono il polipeptide codificato dal- 
I’mRNA con cui essi sono transitoriamente associati. 
Un batterio può quindi rispondere nel giro di pochi 
minuti a cambiamenti del suo ambiente. 

Le evidenze a favore del modello di Jacob e Monod 
si sono accumulate rapidamente. Sydney Brenner, Ja- 
cob e Matthew Meselson hanno realizzato esperimenti 
disegnati in modo da caratterizzare I’RNA che E. co- 
li sintetizza dopo infezione da parte del fago T4. Gli 
E. coli sono stati cresciuti in un terreno contenente 
15N e !3C in modo da marcare tutti i costituenti cel- 
lulari con questi isotopi pesanti. Le cellule sono state 
quindi infettate con fagi T4 e immediatamente tra- 
sferite in un terreno non marcato (contenente solo 
gli isotopi leggeri !##N e !°C) così che i componenti 
cellulari sintetizzati prima e dopo l’infezione da par- 
te del fago potessero essere separati mediante ultra- 
centrifugazione all’equilibrio in gradiente di densità 
in una soluzione di CsCl. Non è stato osservato alcun 
ribosoma «leggero», il che indica, in accordo con i 
suddetti risultati ottenuti col fago T2, che dopo l’in- 
fezione da parte del fago non vengono sintetizzati 
nuovi ribosomi. 

Il terreno di coltura conteneva anche *°P oppure 
358 in modo da radiomarcare rispettivamente RNA 
e proteine di nuova sintesi e presumibilmente speci- 
fici del fago. Molto dell’RNA marcato con *P è ri- 
sultato associato, com’era stato postulato per l’'mRNA, 
con i preesistenti ribosomi «pesanti» (Fig. 29.6). Ana- 
logamente, le proteine marcate con *°$ sono risulta- 
te transitoriamente associate con, e quindi sintetiz- 
zate da, questi ribosomi. 

Sol Spiegelman ha sviluppato la tecnica di ibridiz- 
zazione RNA-DNA (paragrafo 28.3A) nel 1961 per 
caratterizzare l’RNA sintetizzato da E. coli infettati 
da T2. Egli ha trovato che questo RNA derivato dal 
fago ibridizza con il DNA di T2 (Fig. 29.7) ma non 
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Figura 29.6 La distribuzione, in un gradiente di densità di CsCI, del- 
FRNA marcato con ?°P sintetizzato da £. coli dopo infezione da par- 
te del fago T4. L'RNA libero, essendo relativamente denso, si racco- 
glie in una banda sul fondo della cella di centrifugazione (a sinistra). 
La maggior parte dell'RNA, tuttavia, è associata con i ribosomi «pe- 
santi» marcati con !5N e !5C sintetizzati prima dell'infezione da par- 
te del fago. È anche indicata la posizione predetta dei ribosomi «leg- 
geri» non marcati, che non sono sintetizzati dalle cellule infettate dal 
fago. (Fonte: BRENNER, S., Jaco8, F. e MeseLson, M., Nature, 190, p. 
379, 1961.) 
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Figura 29.7 L'ibridizzazione di RNA marcato con 3°P prodotto da 
E. coli infettati da T2 con DNA di T2 marcato con 3H. In seguito 
a decadimento radioattivo, 3°P e 3H emettono particelle 8 con ener- 
gie caratteristicamente differenti che permettono così l’individuazio- 
ne indipendente di questi isotopi. Anche se I’RNA libero (a sinistra) 
in un gradiente di densità di CsCI è più denso del DNA, molto del- 
lPRNA si raccoglie nella stessa banda del DNA (a destra). Questo indi- 
ca che i due polinucleotidi si sono ibridizzati e hanno quindi sequen- 
ze complementari. (Fonte: Hatt, B. D. e SPIEGELMAN, S., Proc. Nati. 
Acad. Sci., 47, p. 141, 1961.) 


con DNA derivati da fagi non correlati o con DNA 
di E. coli non infettati. Questo RNA deve quindi esse- 
re complementare al DNA di T2 in accordo con la 
predizione di Jacob e Monod: che, cioè, I'PRNA fago- 
specifico sia un RNA messaggero. Studi di ibridizza- 
zione hanno analogamente mostrato che mRNA 
estratti da E. coli non infettati sono complementari 
a porzioni di DNA di E. coli. Altri RNA, infatti, co- 
me l’RNA di trasferimento e ’RNA ribosomiale, han- 
no sequenze complementari corrispondenti sul DNA 
dello stesso organismo. Così, tutti gli RNA cellulari 
vengono trascritti a partire da stampi di DNA. 


2. LA RNA POLIMERASI 


La RNA polimerasi, l’enzima responsabile del- 
la sintesi dell’RNA diretta dal DNA, è stata scoperta 
indipendentemente, nel 1960, da Samuel Weiss e Je- 
rard Hurwitz. L’enzima appaia i ribonucleosidi tri- 
fosfati ATP, CTP, GTP e UTP sullo stampo di DNA 
con una reazione che è sostenuta dal rilascio e susse- 
guente idrolisi di PP;: 


(RNA) residui + NTP == (RNA), +1 residui + PP; 
Nucleoside 
trifosfato 


Tutte le cellule contengono RNA polimerasi. Nei bat- 


‘ teri, una specie di questo enzima sintetizza tutto 


RNA della cellula tranne i corti primer di RNA usa- 
ti nella replicazione del DNA (paragrafo 31.1D). Vari 
batteriofagi generano RNA polimerasi che sintetiz- 
zano solo gli RNA fago-specifici. Le cellule eucarioti- 
che contengono quattro o cinque RNA polimerasi, 
che sintetizzano ciascuna una diversa classe di RNA. 
In questo paragrafo ci concentreremo per prima co- 
sa sulle proprietà dell'enzima di E. coli poiché è la 
RNA polimerasi meglio caratterizzata; altre RNA po- 
limerasi batteriche hanno proprietà simili. Prende- 
remo poi in considerazione gli enzimi degli eucarioti. 


A. La struttura dell'enzima 


Il cosiddetto oloenzima della RNA polimerasi 
di E. coli è una proteina di- 480 kD con una compo- 
sizione di subunità di &88'o. Una volta, però, che 
è iniziata la sintesi dell’RNA, la subunità o (chiamata 
anche fattore 0) si dissocia dal nucleo dell’enzi- 
ma, 0288’, che porta avanti il reale processo di po- 
limerizzazione (vedi più avanti). La subunità 8” con- 
tiene due atomi di Zn** che si ritiene partecipino 
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Figura 29.8 Una fotografia al microscopio elettronico dell’oloenzima 
della RNA polimerasi di £. coli attaccato a vari siti promotori sul DNA 
del batteriofago T7. (Fonte: Wirliams, R. C., Proc. Natl. Acad. Sci., 
74, p. 2313, 1977.) 


alla funzione catalitica dell'enzima. L’enzima attivo 
richiede anche la presenza di Mg?*. 

L'oloenzima, che è tra gli enzimi solubili noti più 
grossi, ha un diametro di — 100 À, che lo rende visi- 
bile alla microscopia elettronica (Fig. 29.8); queste im- 
magini indicano chiaramente che la RNA polimerasi 
si lega al DNA come un protomero. Le grosse dimen- 
sioni dell’oloenzima sono presumibilmente necessa- 
rie per le svariate e complesse funzioni che compren- 
dono (1) il legame al filamento stampo, (2) l’inizio 
della catena di RNA, (3) l’allungamento della catena 
e (4) la terminazione della catena. Discuteremo di que- 
ste varie funzioni più avanti. 

La-struttura della RNA polimerasi di E. coli è stata 
determinata a una risoluzione di — 27 À mediante 
analisi con microscopia elettronica di cristalli bidi- 
mensionali di questa proteina cresciuti su strati di 
lipidi carichi positivamente. L’enzima ha una forma 
irregolare di — 100 X 100 x 160 À. La sua caratteristi- 
ca più saliente è una protuberanza a pollice che cir- 
conda un canale cilindrico dal diametro di —25 À 
e dalla lunghezza di — 55 À, che è quindi delle giu- 
ste dimensioni per legare il DNA a doppia elica. C'è 
una notevole somiglianza tra questo canale e la fes- 
sura che si ipotizza leghi il DNA vista nella struttura 
ai raggi X del frammento grande (di Klenow) della 
DNA polimerasi I di E. coli (Fig. 31.10). Il canale ha 
una lunghezza sufficiente ad accogliere circa 16 cop- 
pie di basi di DNA-B, e non è sufficiente a rende- 


re conto delle 50-60 coppie di basi di DNA-B che si 
sa si associano simultaneamente alla RNA polimerasi 
durante la trascrizione. Si ritiene quindi che questo 
tratto di — 170 À di lunghezza di DNA-B sia parzial- 
mente avvolto intorno alla proteina; questo spieghe- 
rebbe la mobilità elettroforetica inferiore alle aspet- 
tative della RNA polimerasi quando è complessata 
con il DNA. 


B. Il legame al filamento stampo 


La sintesi dell’RNA normalmente inizia solo in 
corrispondenza di siti specifici sullo stampo di DNA. 
Questo fatto è stato dimostrato inizialmente attraverso 
studi di ibridizzazione di DNA del batteriofago 
$X174 con l’RNA prodotto da E. coli infettati da 
$X174. Il batteriofago $X174 presenta un filamento 
di DNA a singola elica chiamato filamento «più». In 
seguito alla sua iniezione in £. coli il filamento «più» 
dirige la sintesi del filamento «meno» complementa- 
re con cui si combina per formare un DNA duplex 
circolare noto come la forma replicativa (paragra- 
fo 31.3B). L’RNA prodotto da E. coli infettati da $X174 
non ibridizza con il DNA del fago intatto ma lo fa 
con la forma replicativa. Così solo il filamento «me- 
no» del DNA di $X174, il cosiddetto filamento «sen- 
se», viene trascritto, funziona cioè come stampo; il 
filamento «più», il filamento «antisense», non lo fa. 
Studi simili mostrano che in fagi più grandi, come 
T4 e ), i due filamenti di DNA virale costituiscono 
i filamenti sense per gruppi di geni diversi. Lo stesso 
sembra essere vero per gli organismi cellulari. 


L’oloenzima si lega specificamente 
ai promotori 


[1320] La RNA polimerasi si lega al suo sito d’inizio 
attraverso sequenze di basi note come promotori che 
sono riconosciuti dal fattore o corrispondente. L’esi- 
stenza dei promotori è stata riconosciuta inizialmen- 
te mediante mutazioni che aumentano o diminuisco- 
no la velocità di trascrizione di determinati geni com- 
presi quelli dell’operone lac. La mappatura genetica 
di queste mutazioni ha indicato che il promotore con- 
siste di una sequenza di —40 bp che è localizzata 
al lato 5’ del sito d’inizio della trascrizione. Per con- 
venzione, la sequenza del DNA stampo è rappresen- 
tata tramite il suo filamento antisense (non stampo) 
in modo da avere la stessa direzione dell'RNA tra- 
scritto. Ad una coppia di basi in una regione promo- 
tore viene assegnato un numero positivo 0 negativo 
che ne indica la posizione, a monte o a valle nella 
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direzione del movimento della RNA polimerasi, a par- 
tire dal primo nucleotide che è trascritto in RNA; 
questo sito di inizio è +1 e non c’è 0. L’RNA, come 
vedremo, è sintetizzato in direzione 5’ — 3‘ (pa- 
ragrafo 29.2D). Il promotore di conseguenza si trova 
sul lato «a monte» del nucleotide di inizio dell’RNA. 
Analisi della sequenza indicano che il promotore lac 
(lacP) si sovrappone all’operatore lac (Fig. 29.3). 

L’oloenzima forma stretti complessi con i promo- 
tori (costante di dissociazione K=107!*M) e proteg- 
ge quindi i segmenti di DNA legato dalla digestione 
con DNasi I. La regione da circa — 20 a + 20 è protet- 
ta contro la digestione fino ad esaurimento con DNa- 
si I. La regione che si estende a monte fino a circa 
— 60 è protetta in grado minore, presumibilmente 
perché lega l’oloenzima meno strettamente. 

La determinazione delle sequenze delle regioni pro- 
tette derivate da numerosi geni di E. coli e di fagi 
ha identificato la sequenza «consenso» dei promotori 
di E. coli (Fig. 29.9). La loro sequenza’ più conservata 


Figura 29.9 Le sequenze nucleotidiche del filamento non codificante 
di promotori selezionati di £. coli. La Pribnow box (colorata in rosso), 
una regione di 6 bp centrata intorno alla posizione —10, ed una 
sequenza di 8-12 bp intorno alla regione — 35 (colorata in blu) sono 
entrambe conservate. | siti d'inizio della trascrizione (+1), che nella 
maggior parte dei promotori sono rappresentati da un singolo nucleo- 
tide purinico, sono colorati in verde. La fila in basso mostra la se- 
quenza consenso di 112 promotori; il numero sotto ciascuna base 
indica la sua percentuale di ritrovamento. (Fonte: ROSENBERG, M. e 
Court, D., Annu. Rev. Genet., 13, pp. 321-323, 1979. La sequenza 
consenso è tratta da Hawtey, D. K. e MCCLURE, W. R., Nucleic Acid 
Res., 11, p. 2244, 1983.) 


è un esamero centrato intorno alla posizione — 10 co- 
nosciuta come Pribnow box (da David Pribnow che 
ne ha puntualizzato l’esistenza nel 1975). Essa ha una 
sequenza consenso di TATAAT in cui le iniziali TA 
e la T finale sono altamente conservate. Anche le se- 
quenze a monte intorno alla posizione —35 hanno 
una regione di similarità di sequenza, TCTTGACAT, 
che è più evidente nei promotori efficienti. Il nucleo- 
tide di inizio (+1), che è quasi sempre A o G, è al 
centro di una sequenza CAT o CGT poco conservata 
localizzata da 5 a 8 bp a valle della Pribnow box. 
La maggior parte delle sequenze dei promotori varia 
considerevolmente dalla sequenza consenso (Fig. 
29.9). Cionondimeno, una mutazione in una delle re- 
gioni parzialmente conservate può aumentare o di- 
minuire enormemente l’efficienza come sito d’inizio 
di un promotore. Il ritmo a cui i geni sono trascritti, 
che copre una gamma per lo meno di 1000, varia 
direttamente con il ritmo con cui loro promotori for- 
mano complessi di inizio stabili con l’oloenzima. 


La reazione di inizio richiede la formazione 
di un complesso aperto 


Le regioni del promotore in contatto con l’o- 
loenzima sono state identificate determinando dove 
l’enzima altera la suscettibilità del DNA all’alchila- 
zione da parte di agenti quali il dimetilsolfato (DMS), 
una procedura chiamata footprinting (impronta) (pa- 
ragrafo 33.3B). Questi esperimenti hanno dimostrato 


Operone Regione — 35 Pribnow box Sito di 
(regione — 10) inizio (+1) 
lac ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTEGTGAGCGG 
lacI CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC 
galP2 ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCATACCAT 
araBAD GGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGITTTT 
araC GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTGGTCCCGCTTTG 
trp AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA 


bioA TTCCAAAAC GTGTTTTTTGTTGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT 
bioB CATAATCGACTTGTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT 


ERNADT CAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA 
rrnDI  CAAAAAAATACTTGTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCEGTTGAGACGA 
rrnEl  CAATTTTTCTATTGCGGCCTECGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG 
rrnA1  AAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATGCACACCCCGCGCCGCTG 
| Sito di 
Regione —35 Pribnow box inizio 

Sequenza T COTUT OG AUCUA T.... 11-15bp...T AT A A T...548bp.. A 
42 38 82 84 79 64 53 45 41 79 95 44 59 51 96 cr 
55 G 48 


42 
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che l’oloenzima entra in contatto con il promotore 
solo intorno alla Pribnow box e alla regione — 35. 
Le costruzioni di modelli indicano che questi siti pro- 
tetti sono entrambi sullo stesso lato della doppia eli- 
ca, il che suggerisce che la RNA polimerasi si leghi 
ad una sola faccia del promotore a doppia elica. 

DMS, oltre a metilare i residui G in corrispondenza 
di N(7) ed A di N(3) (paragrafo 28.6B), metila N(1) 
di A e N(3) di C. Poiché, però, queste ultime posizio- 
ni partecipano agli appaiamenti delle basi, possono 
solo reagire con DMS nel DNA a singolo filamento. 
Questa metilazione differenziale del DNA a singolo 
e a doppio filamento fornisce un test sensibile per 
la separazione dei filamenti di DNA. Studi condotti 
mediante footprinting indicano che il legame con l’o- 
loenzima determina la separazione dei filamenti a 
livello del promotore in una regione di 11 bp che 
si estende da metà della Pribnow box a poco dopo 
il sito di inizio (da — 9 a +2). La necessità di formare 
questo «complesso aperto» spiega perché l’efficienza 
del promotore tende a diminuire con il numero di 
coppie G - C della Pribnow box: questo aumenta pre- 
sumibilmente la difficoltà nell'apertura della doppia 
elica richiesta per la reazione di inizio della sintesi 
della catena (si ricorderà che le coppie G - C sono più 
forti delle coppie A - T). 

Il nucleo dell’enzima, che non si lega specificamente 
al promotore, si lega strettamente al DNA duplex 
(la costante di dissociazione del complesso è 
K=5x107!M e la sua emivita è di circa 60 minuti). 
L’oloenzima, per contro, si lega al DNA non promo- 
tore in modo comparativamente più debole 
(K=1077M ed emivita > 1s). Apparentemente la su- 
bunità o permette all’oloenzima di muoversi rapida- 
mente lungo un filamento di DNA in cerca del pro- 
motore corrispondente alla subunità o. Una volta che 
la trascrizione è iniziata e la subunità o è stata espul- 
sa, il saldo legame del nucleo dell’enzima al DNA 
apparentemente stabilizza il complesso ternario 
enzima-DNA-RNA. 


C. La reazione d'inizio 
della catena 


La base all’estremità 5’ dell’RNA dei procarioti 
è quasi sempre una purina con A molto più rappre- 
sentata di G. La reazione di inizio della trascrizione 
consiste nell’accoppiamento di due nucleosidi trifo- 
sfati nella reazione 


PppA + pppN == pppApN+PP; 


Gli RNA batterici quindi hanno gruppi 5‘-trifosfati 
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come è stato dimostrato dall’incorporazione di mar- 
catori radioattivi nell’RNA quando esso è sintetizza- 
to in presenza di [y-#*P]ATP. Solo l'estremità 5' 
dell’RNA può trattenere il marcato poiché i gruppi 
fosfodiesterici interni dell’RNA derivano dai gruppi 
a-fosfato dei nucleosidi trifosfato. 

Una volta che l’oloenzima ha iniziato la trascrizio- 
ne dell'RNA, il fattore o si dissocia dal complesso nu- 
cleo dell’enzima-DNA-RNA e può unirsi con un altro 
nucleo per formare un nuovo complesso di inizio. 
Questo è dimostrato da un’ondata di sintesi di RNA 
in seguito ad aggiunta del nucleo dell'enzima ad una 
miscela di reazione che inizialmente contenga oloen- 
zima. 


La rifamicina inibisce l’inizio della trascrizione 
nei procarioti 


Due antibiotici correlati, la rifamicina B, pro- 
dotta dallo Streptomyces mediterranei e il suo deriva- 
to semisintetico rifampicina, 


CHj 0 R, 


Rifamicina B R,= CH,COO ; R,=H 
CA 
Rifampicina R,=H; R,=CH= N N_CH3 
î \/ 


inibiscono specificamente la trascrizione da parte del- 
le RNA polimerasi dei procarioti ma non degli euca- 
rioti. Questa selettività e la sua grande potenza (l'’RNA 
polimerasi batterica è inibita per il 50% da 2x 10-5M 
rifampicina) li ha resi agenti battericidi utili dal pun- 
to di vista medico contro batteri gram-positivi e con- 
tro la tubercolosi. L’isolamento di mutanti della RNA 
polimerasi resistenti alla rifamicina le cui subunità 
8 hannc mobilità elettroforetiche alterate indica che 
questa subunità contiene il sito di legame della rifa- 
micina. Le rifamicine non inibiscono il legame della 
RNA polimerasi al promotore ma la formazione del 
primo legame fosfodiestere. Non impediscono l’ulte- 
riore allungamento della catena. L’RNA polimerasi 


inattivata rimane legata al promotore bloccando quin- 


| 3324 


® 88-08-10538-5 


di la reazione di inizio da parte dell’enzima non ini- 
bito. Una volta che è iniziata la sintesi della catena 
di RNA, però, le rifamicine non hanno effetto sul 
successivo processo di allungamento. Le rifamicine 
costituiscono utili strumenti di ricerca perché per- 
mettono di dissezionare il processo della trascrizione 
nelle sue fasi di inizio e di allungamento. 


D. L'allungamento della catena 


Qual è la direzione di allungamento della cate- 
na di RNA? Avviene cioè per aggiunta di nucleotidi 
all'estremità 3‘ della catena di RNA nascente (cresci- 
ta 5° —> 3‘; Fig. 29.10a), o per aggiunta all’estre- 
mità 5’ (crescita 3’ —> 5‘; Fig. 29.10b)? La risposta 
a questa domanda è stata data determinando la velo- 
cità con cui la radioattività di [y-*?P]GTP viene in- 
corporata nell’RNA. Il rapporto di *P sui nucleotidi 
totali risulta più alto appena dopo l’inizio della sinte- 
si della catena diminuendo poi col tempo, il che indi- 
ca che il pppG 5’-terminale viene incorporato nella 
catena di RNA per primo piuttosto che per ultimo. 
La crescita della catena deve quindi procedere in dire- 
zione 5' — 3' (Fig. 29.10a). Questa conclusione è 
sostenuta dall’osservazione che l’antibiotico cordice- 
pina (vedi formula in alto, a destra) 
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un analogo dell’adenosina privo del gruppo 3’-OH, 
inibisce la sintesi dell'RNA batterico. La sua aggiun- 
ta all’estremità 3’ dell'RNA, come ci si aspetta in ca- 
so di crescita 5° —> 3‘, impedisce l’ulteriore allun- 
gamento della catena di RNA. La cordicepina non 
avrebbe questo effetto se la crescita della catena fos- 
se nella direzione opposta perché non potrebbe esse- 
re attaccata all’estremità 5’ dell’RNA. 


La trascrizione probabilmente 
superavvolge il DNA 


L’allungamento della catena di RNA richiede 
che lo stampo di DNA a doppia elica sia aperto in 
corrispondenza del punto di sintesi dell’RNA di mo- 


(a) 
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Figura 29.10 Le due possibili modalità di crescita della catena di RNA: 
2) per aggiunta di nucleotidi all'estremità 3’, e (b) per aggiunta di 


nucleotidi all'estremità 5'. La RNA polimerasi catalizza la prima rea- 
zione. 
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5: RNA nascente 


RNA nascente 
5' (5 ——> 3) 


PDID 


-—-— Svolgimento 
Figura 29.11 L'allungamento della catena di RNA da parte della RNA 
polimerasi. Nella regione che viene trascritta la doppia elica di DNA 
è svolta di circa un giro per permettere al filamento codificante di 
DNA di formare un breve segmento di doppia elica ibrida DNA-RNA 
con l'estremità 3’ dell'RNA. Con l'avanzare (qui verso destra) della 
RNA polimerasi lungo lo stampo di DNA, il DNA si svolge davanti 
all'estremità 3’ dell'RNA che si allunga e si riavvolge dietro di esso 
determinando l'allontanamento dell'RNA di nuova sintesi dal filamento 
codificante. (a) Un modo in cui ciò potrebbe avvenire presupporreb- 
be che la RNA polimerasi seguisse l'andamento del filamento codifi- 
cante intorno alla doppia elica del DNA: in questo caso il trascritto 


do che il filamento sense possa essere trascritto nel 
suo filamento di RNA complementare. 

Nel far ciò la catena di RNA forma solo transitoria- 
mente un corto duplex ibrido DNA-RNA, come è in- 
dicato dall’osservazione che la trascrizione lascia in- 
tatto lo stampo di DNA duplex e genera RNA a fila- 
mento singolo. 


La «bolla» di DNA non appaiato nel complesso d’ini- | 


zio aperto apparentemente avanza lungo il DNA con 
la RNA polimerasi. Ci sono due modi in cui ciò po- 
trebbe avvenire (Fig. 29.11): 


4. Se l’RNA polimerasi seguisse il filamento stampo 
nel suo andamento elicoidale lungo il DNA, il DNA 
non si dovrebbe superavvolgere molto perché il 
DNA duplex non dovrebbe mai essere svolto per 
più di un giro. Il trascritto di RNA, tuttavia, si 
avvilupperebbe intorno al DNA una volta ogni 
giro della doppia elica. Questo modello non è plau- 
sibile perché è improbabile in questo caso che 
DNA e RNA potrebbero essere facilmente distri- 
cati: PRNA non si svolgerebbe spontaneamente 
dal DNA lungo e spesso circolare in un tempo 


polimerasi ! 
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si avvolgerebbe intorno al DNA una volta ogni giro dell'elica. (b) 
Un'altra e più plausibile possibilità è che |’RNA proceda in linea retta 
mentre il DNA ruota sotto di esso. In questo Caso RNA non si avvol- 
gerebbe intorno al DNA ma il DNA diventerebbe superavvolto da- 
vanti alla bolla di trascrizione avanzante e svolto dietro di essa (pen- 
sate alle conseguenze del fatto di mettere, in questo modello, il dito 
tra i filamenti avvolti di DNA e di spingerlo verso destra). Il modello 
presume che la rotazione tanto delle estremità del DNA quanto della 
RNA polimerasi sia impedita da interazioni con l'interno della cellula 
(barre nere). (Fonte: FUTCHER, B., Trends Genet., 4, pp. 271, 272, 
1988.) 


ragionevole, e non si conoscono topoisomerasi ca- 
paci di accelerare questo processo. 

2. Sela RNA polimerasi si muovesse în linea retta men- 
tre il DNA ruota, lPRNA e il DNA non si aggrovi- 
glierebbero. I giri dell’elica di DNA sarebbero spin- 
ti davanti alla bolla di trascrizione avanzante in mo- 
do da superavvolgere il DNA davanti alla bolla (il 
che promuove il superavvolgimento positivo) men- 
tre il DNA dietro alla bolla risulterebbe svolto in mo- 
do equivalente (il che promuove il superavvolgimen- 
to negativo, anche se bisogna notare che il numero 
di legame dell’intero DNA rimane invariato). Que- 
sto modello è sostenuto dall’osservazione che in 
E. coli la trascrizione dei plasmidi ne determina il 
superavvolgimento positivo in mutanti della girasi 
(che non sono in grado di indurre il rilascio del su- 
peravvolgimento positivo; paragrafo 28.5C) e il su- 
peravvolgimento negativo in mutanti della topoiso- 
merasi I (che non sono in grado di indurre il rilascio 
del superavvolgimento negativo). 


Qualunque sia il caso, ricordate che il superavvolgi- 
mento inappropriato blocca la trascrizione (paragra- 
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fo 28.5C). Forse la tensione torsionale nel DNA gene- 
rata dal superavvolgimento negativo dietro alla bol- 
la di trascrizione è necessaria per spingere il proces- 
so di trascrizione, mentre troppa tensione potrebbe 
impedire l’apertura e il mantenimento della bolla di 
trascrizione. 


La trascrizione avviene rapidamente 
ed accuratamente 


(1326]In vivo il ritmo di trascrizione va da 20 a 50 
nucleotidi/s a 37 °C, come indicato dalla velocità con 
cui E. coli incorpora nell’RNA nucleosidi marcati con 
3H (le cellule non sono in grado di prendere nucleo- 
sidi trifosfati dal terreno). Una volta che una moleco- 
la di RNA polimerasi ha iniziato la trascrizione e si 
è spostata dal promotore, un’altra molecola di RNA 
polimerasi può seguire. La sintesi di RNA che siano 
richiesti in grande quantità, come RNA ribosomia- 
le per esempio, inizia non appena è stericamente pos- 
sibile, circa una volta al secondo (Fig. 29.12). La fre- 
quenza di errore nella sintesi di RNA, stimata dall’a- 
nalisi di trascritti di stampi semplici come po- 
li[d(AT)]- poli[d(AT)], è di una base sbagliata ogni 
— 105 basi trascritte. Questa frequenza è tollerabile 
a causa della ripetuta trascrizione cui sono soggetti 
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Figura 29.12 Una fotografia al microscopio elettronico e il suo dise- 
gno interpretativo di due geni ribosomiali contigui di £. coli durante 
la trascrizione. Le strutture a «testa di freccia» derivano dalla crescen- 
te lunghezza delle catene di RNA nascenti con il progredire delle 
molecole di RNA polimerasi che le sintetizzano a partire dal sito di 
inizio sul DNA verso il sito di termine. (Per gentile concessione di 
Oscar L. Miller, jr., University of Virginia.) 
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la maggior parte dei geni, del fatto che il codice ge- 
netico contiene numerosi sinonimi (paragrafo 30.1E) 
e del fatto che delle sostituzioni di amminoacidi nel- 
le proteine sono spesso funzionalmente innocue. 


Gli agenti intercalanti inibiscono sia le RNA 
che le DNA polimerasi 


La daunomicina e il suo parente stretto adria- 
micina, 


H 
CHy 
H H 

HO H 
NH} H 


Daunomicina: R=H 
Adriamicina: R=0OH 


che sono agenti chemioterapici preziosi nel tratta- 
mento di alcune forme di cancro nell’uomo, si lega- 
no specificamente al DNA duplex in modo da inibir- 
ne sia la trascrizione che la replicazione. Questi anti- 
biotici presumibilmente agiscono interferendo con il 
passaggio sia della RNA che della DNA polimerasi. 
La struttura ai raggi X dei cristalli del complesso tra 
daunomicina e il suo esanucleotide autocomplemen- 


‘ tare d(CGT.ACG) mostra che il sistema dell’anello aro- 


matico planare della daunomicina (anelli B e D) si 
intercala tra le coppie G - C a entrambe le estremità 
del frammento a doppia elica (Fig. 29.13). L’anello 
non planare A si proietta nella scanalatura seconda- 
ria dove i suoi gruppi laterali stabilizzano il com- 
plesso tramite legami idrogeno col DNA. 

Anche l’actinomicina D, (vedi formula a pagina se- 
guente) un antibiotico prodotto dallo Streptomyces an- 
tibioticus, è un potente inibitore della sintesi degli 
acidi nucleici. Agisce intercalando il suo anello di 
fenoxazone tra due coppie G - C successive di DNA 
duplex in modo analogo alla daunomicina. I due grup- 
pi pentapeptidici ciclici identici della actinomicina, 
che hanno una composizione insolita, stabilizzano 
questa interazione attraverso contatti specifici con la 
doppia elica. Anche altri agenti intercalanti, per esem- 
pio etidio e proflavina (paragrafo 28.4C), inibiscono 
la sintesi degli acidi nucleici, presumibilmente con 
un meccanismo simile. 
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E. La terminazione della catena 


Fotografie al microscopio elettronico come quel- 
la della Fig. 29.12 suggeriscono che il DNA contenga 
siti specifici a cui termina la trascrizione. Le sequen- 
ze di termine della trascrizione di parecchi geni di 
E. coli condividono due caratteristiche comuni (Fig. 
29.140): 


1. Una serie di A-T consecutive, che vanno da 4 
a 10, con le A sul filamento stampo. L’RNA tra- 
scritto termina giusto a livello di questa sequenza 
o subito dopo. 

2. Una regione ricca di G+C con una sequenza pa- 
lindromica (simmetrica) che precede immediata- 
mente la serie di A -T. 


Il trascritto di RNA di questa regione può quindi for- 
mare una struttura a forcina autocomplementare che 
si conclude con numerosi residui U (Fig. 29.14b). 


Figura 29.13 La struttura di un complesso tra la daunomicina e l’esa- 
nucleotide auto-complementare d(CGTACG). Ciascun frammento a 
doppia elica lega due molecole di daunomicina che si intercalano 
tra le sue coppie G - C formando un complesso con simmetria rota- 
zionale. (a) Un modello spaziale del complesso che mostra il bordo 
dell'anello intercalato della daunomicina inferiore e come l'ammino- 
zucchero della daunomicina superiore si estenda nella scanalatura 
secondaria della doppia elica. Le molecole di daunomicina sono co- 
lorate in verde con gli atomi di ossigeno in viola. (Da un disegno 
fornito da Andrew Wang, University of Illinois.) (b) Una visione per- 
pendicolare alle basi che mostra l'incolonnamento del sistema di anelli 
della daunomicina intercalati (in verde) con le coppie G - € circostan- 
ti. La coppia di basi C1 - G12 è più vicina all’osservatore del sistema 
di anelli della daunomicina mentre la coppia G2 - C11 è più lontana. 
(Fonte: WANG, A. H.-)., UcHETTO, G., Quicier, G. ). e RICH, A., Bio- 
chemistry, 26, pp. 1155, 1157, 1987.) 
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Figura 29.14 La sequenza di basi di un ipotetico terminatore forte 
(efficiente) dedotta dalle sequenze di numerosi trascritti. (a) La se- 
quenza di DNA con l'RNA corrispondente. Le sequenze ricche di 
A-T e G-C sono mostrate in blu e in rosso rispettivamente. L'asse 
di simmetria (simbolo lenticolare) mette in relazione i segmenti fian- 
cheggianti che formano una sequenza ripetuta invertita. (b) La struttu- 
ra a forcina dell'RNA e la coda di poli(U) che determina la termina- 
zione della trascrizione. (Fonte: PRIBNOW, D., in GoLDBERGER, R. F. 
(curatore), Biological Regulation and Development, Vol. 1, p. 253, 
Plenum Press, 1979.) i 


[329] La stabilità della forcina ricca di G+C di un 
terminatore e il debole appaiamento della sua coda 
di oligo(U) con lo stampo di DNA sembrano essere 
fattori importanti nell’assicurare una terminazione 
appropriata della catena. Studi di costruzione di mo- 
delli hanno infatti mostrato che oligo(dA - rU) forma 
un'elica ibrida particolarmente instabile anche se oli- 
go(dA + dT) forma un'elica di normale stabilità. La for- 
mazione della forcina ricca di G+C costringe la RNA 
polimerasi a fermarsi sul sito di terminazione per 
parecchi secondi. È stato proposto che ciò induca un 
cambiamento conformazionale nella RNA polimera- 
si che permette al filamento di DNA non codificante 
di sostituire la coda di oligo(U) debolmente legata al 
filamento stampo, terminando quindi la trascrizio- 
ne. In accordo con questa nozione è l'osservazione 
che mutazioni che alterano la forza di queste asso- 
ciazioni riducono l’efficienza di terminazione della 
catena e spesso la eliminano. La terminazione viene 
analogamente diminuita quando in vitro la trascri- 
zione avviene con la sostituzione del GTP da parte 
di inosina trifosfato (ITP). 
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Le coppie I- C sono più deboli di quelle G - C perché 
l’ipoxantina, base di I, che è priva del gruppo 2-am- 
minico di G, può avere con C solo due legami idroge- 
no, diminuendo quindi la stabilità della forcina. An- 
che la sostituzione di UTP con 5-bromo-UTP dimi- 
nuisce la terminazione della catena dato che 5Br-U 
forma con A una coppia di basi più forte di quella 
che forma U, impedendo quindi lo spostamento dal 
filamento stampo dell’RNA nascente. 


La terminazione richiede spesso l’assistenza 
del fattore o 


Le suddette sequenze di terminazione inducono 
la terminazione spontanea della trascrizione. Altri 
siti di terminazione, però, sono privi di ogni simila- 
rità ovvia e non sono in grado di formare forcine 
forti; essi richiedono la partecipazione di una protei- 
na nota come fattore o per terminare la trascrizio- 
ne. L'esistenza del fattore o è stata suggerita dall’os- 
servazione che in vivo i trascritti sono spesso più corti 
dei corrispondenti trascritti in vitro. Il fattore rho, 
un esamero di subunità identiche di 419 residui, au- 
menta l’efficienza della terminazione tanto terminan- 
do spontaneamente i trascritti quanto inducendo la 
terminazione di trascritti che non terminano sponta- 
neamente. Numerose osservazioni chiave hanno por- 
tato all’elaborazione di un modello per la termina- 
zione dipendente da o: 


1. Il fattore o è un enzima che catalizza lo svolgi. 
mento delle doppie eliche di RNA-DNA e RNA- 
RNA. Questo processo è alimentato dall’idrolisi dei 
nucleosidi trifosfati (NTP) a nucleosidi difosfati + P; 
con scarsa preferenza per l’identità della base. L’at- 
tività NTPasica è necessaria per la terminazione 
dipendente da o come è dimostrato dal fatto che 
essa è inibita in vitro quando gli NTP sono sosti- 
tuiti dai loro analoghi 8,y-immido nucleosidi tri- 
fosfati (vedi formula alla pagina seguente) 
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sostanze che sono substrati della RNA polimerasi 
ma che non vengono idrolizzate dal fattore 0. 

2. Manipolazioni genetiche indicano che la termina- 
zione dipendente da o richiede la presenza di una 
sequenza di riconoscimento specifica a monte del 
sito di terminazione. La sequenza di riconoscimen- 
to deve essere sull’RNA nascente invece che sul 
DNA, com’è dimostrato dall’incapacità di o di de- 
terminare la terminazione della trascrizione in 
presenza di RNasi A pancreatica. Le caratteristi 
che essenziali di questo sito di terminazione non 
sono state completamente delucidate; la costruzio- 
ne di siti di terminazione sintetici indica che esso 
consiste di 80-100 nucleotidi privi di una struttu- 
ra secondaria stabile e contenente multiple regio- 
ni ricche di C. 


Queste osservazioni suggeriscono che il fattore o si 
attacchi all’RNA nascente in corrispondenza della sua 
sequenza di riconoscimento e quindi migri lungo 


l’RNA in direzione 5° —> 3‘ fino ad incontrare una ‘’ 


RNA polimerasi ferma sul sito di terminazione (sen- 
za questo momento di pausa della RNA polimerasi 
il fattore o potrebbe non essere in grado di raggiun- 
gerla). A quel punto o svolge la doppia elica RNA- 
DNA formando la bolla di trascrizione e inducendo 
quindi la liberazione del trascritto di RNA. 


Il significato funzionale del meccanismo 
di terminazione della trascrizione 
mediato da o 


Alcuni trascritti di E. coli terminano con sequen- 
ze che inducono la terminazione spontanea della tra- 
scrizione mentre altri contengono sequenze che han- 
no bisogno dell’assistenza del fattore o per poterlo 
fare. Quale potrebbe essere la funzione di questo du- 
plice sistema di terminazione? Una possibilità è che 
il fattore o distingua gli mRNA che sono in corso 
di attiva traduzione da quelli che sono relativamente 
liberi da ribosomi (ricordate come i ribosomi si at- 
tacchino all’mRNA nascente poco dopo l’inizio della 
trascrizione) e che quindi renda la continua tradu- 
zione di un mRNA nascente legata alla sua utilizza- 
zione funzionale. Molti geni contengono sequenze di 
terminazione della trascrizione dipendenti da o la- 
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tenti, a cui il fattore o si lega, si pensa, solo quando 
questi siti sono liberi da ribosomi. In condizioni di 
scarsa nutrizione la velocità della sintesi proteica viene 
rallentata e i ribosomi si distribuiscono in modo più 
distanziato lungo gli mRNA. In tali circostanze, il 
fattore o terminerà la trascrizione di trascritti incom- 
pleti in corrispondenza dei loro siti latenti conser- 
vando in questo modo le risorse energetiche che ver- 
rebbero altrimenti spese per la sintesi di questi 
*mRNA sottoutilizzati. 


F. Le RNA polimerasi degli eucarioti 


I nuclei degli eucarioti contengono tre diversi ti- 
pi di RNA polimerasi che differiscono nell’RNA che 
sintetizzano: 


1. RNA polimerasi I, che è localizzata nei nucleoli 
(densi corpi granulari all’interno dei nuclei che 
contengono i geni ribosomiali; paragrafo 29.4B), 
sintetizza i precursori della maggior parte degli 
RNA ribosomiali. 

2. RNA polimerasi II, che si trova nel nucleopla- 
sma, sintetizza i precursori dell’mRNA. 

3. RNA polimerasi IMI, che pure si trova nel nu- 
cleoplasma, sintetizza i precursori dell'RNA ribo- 
somiale 55, i tRNA e numerosi altri piccoli RNA 
nucleari e citoplasmatici. 


Oltre a questi enzimi nucleari (che sono noti anche 
come RNA polimerasi A, B e C) gli eucarioti con- 
tengono RNA polimerasi separate nei mitocondri e 
nei cloroplasti. Le RNA polimerasi degli eucarioti, le 
cui masse molecolari variano tra 500 e 700 KD, sono 
caratterizzate da una composizione in subunità di 
complessità bizantina. Ciascun tipo di enzima con- 
tiene due subunità «grandi» (>100 kD) non identi- 
che e una serie di fino a 12 diverse subunità «piccole» 
che può arrivare sino a 50 KD. Alcune delle subunità 
piccole sono presenti in due o in tutte e tre le RNA 
polimerasi nucleari. Ora come ora non si sa molto 
sulle loro funzioni e interazioni anche se, è interes- 
sante notare, le subunità grandi delle RNA polime- 
rasi Il e III di lievito mostrano una notevole omologia 
l’una con l’altra e con la subunità più grande (8‘) 
della RNA polimerasi di E. coli. 


Il promotore della RNA polimerasi I 
consiste di regioni di controllo «annidate» 


Il promotore della RNA polimerasi I è stato iden- 
tificato determinando la velocità di trascrizione di 


si 
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una serie di geni di rRNA mutanti di Xenopus lae- 
vis (una rana africana) con delezioni progressivamen- 
te più lunghe sia all’estremità 5’ che a quella 3°. 
(Non è possibile dedurre il promotore della RNA po- 
limerasi I dalle omologie di sequenza comuni ai ge- 
ni che essa trascrive perché, come vedremo nel pa- 
ragrafo 29.4B, c'è solo un tipo di geni per l’rRNA.) 
Per un’espressione ottimale di rRNA è necessaria la 
presenza del segmento del gene dell’rRNA che si 
estende da — 142 a +6. La minima sequenza di basi 
necessaria per una reazione di inizio accurata, tutta- 
via, si estende tra i nucleotidi — 7 e +6. Sembra quin- 
di che quest’ultimo elemento del promotore serva 
a guidare la RNA polimerasi I al suo sito d’inizio 
appropriato, mentre il resto del promotore serva a 
legare le proteine note come fattori di trascrizio- 
ne (vedi più avanti). 


La RNA polimerasi II 

La RNA polimerasi II è l’enzima eucariotico che 
trascrive i geni che codificano le proteine e alcuni 
RNA nucleari piccoli e stabili. La RNA polimerasi II 
di lievito, che ha una massa molecolare di — 550 kD, 
contiene 10 subunità diverse. Le tre subunità più 
grandi sono omologhe alle subunità 8, 8° ed a della 
RNA polimerasi procariotica e si ritiene quindi che 
rappresentino il nucleo strutturale e funzionale del- 
l'enzima: Altre tre subunità sono componenti anche 
delle RNA polimerasi I e III, che sono responsabili 
della trascrizione rispettivamente degli RNA riboso- 
miali e dei piccoli RNA. Tre delle restanti quattro 
subunità non sembrano essere necessarie per la vita 
del lievito anche se si ritiene che affinino le presta- 
zioni dell’apparato di trascrizione. È interessante no- 
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Figura 29.15 Le sequenze promotore di geni strutturali selezionati 
degli eucarioti. Il segmento omologo, la TATA box, è colorato in ros- 
so con la base alla posizione — 27 sottolineata e il nucleotide iniziale 
della trascrizione (+1) colorato in verde. La riga in basso indica la 
sequenza consenso di numerosi di questi promotori mentre i numeri 
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tare che una di queste subunità non essenziali ha 
un segmento di 102 residui che è per il 30% identico 
a quello presente nel fattore o procariotico predomi- 
nante, il 07°. Le sequenze delle subunità delle RNA 
polimerasi II di altre specie eucariotiche mostrano 
che quasi il 40% dei loro residui amminoacidici sono 
invarianti. 

La subunità più grossa della RNA polimerasi II con- 
tiene un dominio insolitamente ripetitivo che non è 
presente in nessun altro tipo di RNA polimerasi. Que- 
sto dominio carbossiterminale (CTD) o «coda» con- 
siste di una sequenza consenso di 7 residui, Tyr-Ser- 
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, ripetuta in tandem. Questo ep- 
tapeptide è ripetuto 52 volte nel topo, 45 nella Droso- 
phila, e 26 o 27 nel lievito S. cerevisiae. Evidente- 
mente il numero di queste sequenze ripetute in un 
CTD varia con la complessità dell’organismo che lo 
produce. La natura ripetitiva del CTD e il suo alto 
numero di residui Pro suggerisce l’ipotesi che esso 
adotti una conformazione insolita che non contiene 
né a-eliche né foglietti 8. Delle mutazioni che elimi- 
nino tutto o la maggior parte del CTD nel topo o 
nel lievito, o che ne sconvolgano la sequenza ripetu- 
ta si rivelano letali. Sembra quindi che il CTD giochi 
un ruolo essenziale nella trascrizione o nel collega- 
mento tra qualche altro processo e l’apparato di tra- 
scrizione, anche se per ora si possono solo fare con- 
getture sulla natura di questo ruolo essenziale. 


vi 
(a 


1 promotori della RNA polimerasi Il si 
sono diversi e complessi 


1335]I promotori riconosciuti dalla RNA polimerasi 
Il, che sono considerevolmente più lunghi e più 
diversificati di quelli dei geni dei procarioti, sono sta- 


GAGGCTATATATTCCCCAGGGCTCAGCCAGTETCTGTACA 
GGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGCGTTCGTCCTCACTO 
TTGGGCATAAAAGGCAGAGCAGGGCAGCTGCTGCTAACACT 


GAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTT 


in calce danno la percentuale di ritrovamento della base corrispon- 
dente. (Fonte: GANNON, F., O'Hare, K., PERRIN, F., LE PENNEC, J. P., 
Benoist, C., COCHET, M., BREATHNACH, R., RovAL, A., GARAPIN, A., CA- 
Mi, B. e CHamBon, P., Nature, 278, p. 433, 1978.) 
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ti per ora descritti solo superficialmente. I geni strut- 
turali espressi in tutti i tessuti, i cosiddetti geni «hou- 
sekeeping», che si ritiene siano trascritti costituti- 
vamente, hanno una o più copie della sequenza 
GGGCGG o della sua complementare (la GC box) lo- 
calizzate a monte dei loro siti di inizio della trascri- 
zione. 

L’analisi di delezioni e di mutazioni puntiformi nei 
virus degli eucarioti come SV40 indica che le GC box 
funzionano come i promotori dei procarioti. D'altra 
parte, i geni strutturali che sono espressi selettiva- 
mente in uno o in pochi tipi di cellule sono spesso 
privi di queste sequenze ricche di GC. Essi, invece, 
contengono una sequenza conservata ricca di AT lo- 
calizzata 25-30 bp a monte dei loro siti di inizio della 
trascrizione (Fig. 29.15). Notate che questa cosiddetta 
TATA box o Goldberg-Hogness box (così chiama- 
ta da Michael Goldberg e David Hogness che ne han- 
no dedotto l’esistenza nel 1978) assomiglia alla Prib- 
now box dei procarioti (TATAAT) anche se ne diffe- 
risce per la localizzazione relativamente al sito d’ini- 
zio della trascrizione (--27 contro — 10). 

Le funzioni di questi due elementi promotori non 
sono strettamente analoghe, però, dato che la dele- 
zione della TATA box non necessariamente elimina 
la trascrizione. 

La delezione o la mutazione della TATA box genera 
piuttosto un’eterogeneità nel sito d’inizio della tra- 
scrizione, indicando quindi che la TATA box parte- 
cipa alla selezione di questo sito. 

La regione genica che si estende tra le basi — 50 
e — 110 contiene anche elementi promotore. Molti ge- 
ni strutturali degli eucarioti, per esempio, compresi 
quelli che codificano le varie globine, presentano una 
sequenza consenso conservata CCAAT (la CCAAT 
box) situata tra le posizioni — 70 e — 80 la cui altera- 
zione riduce enormemente la velocità di trascrizione 
di quei geni. I geni della globina hanno, inoltre, una 
CACCC box conservata, a monte della CCAAT box, 
che si ritiene implicata nell’inizio della trascrizione. 
Evidentemente, le sequenze promotore a monte del- 
la TATA box formano i siti iniziali di legame col 
DNA per la RNA polimerasi Il e le altre proteine 
coinvolte nell’inizio della trascrizione (vedi oltre). 


Gli enhancer sono attivatori della trascrizione 
che possono avere posizione 
e orientamento variabile 


L’aspetto forse più sorprendente degli elementi 
di controllo della trascrizione negli eucarioti è che al- 
cuni di essi non devono necessariamente avere posi- 
zioni e orientamento relativo fissi rispetto alle corri- 
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spondenti sequenze trascritte. Il genoma di SV40, per 
esempio, in cui questi elementi sono stati scoperti 
per primi, contiene due sequenze ripetute di 72 bp 
ciascuna che si trovano a monte del promotore per 
l’espressione dei geni precoci. La trascrizione non vie- 
ne influenzata dalla delezione di una di queste se- 
quenze ma è quasi totalmente eliminata se mancano 
entrambe. 

L’analisi di una serie di mutanti di SV40 contenenti 
solo una di queste sequenze ripetute ha dimostrato 
che la sua capacità di stimolare la trascrizione a par- 
tire dal promotore corrispondente è totalmente indi- 
pendente dalla sua posizione e dal suo orientamento. 
La trascrizione infatti non è alterata quando questo 
segmento si trova parecchie migliaia di paia di basi 
a monte o a valle del sito d’inizio della trascrizione. 
I segmenti genici dotati di tali proprietà sono chia- 
mati enhancer (attivatori) per indicare che differi- 
scono dai promotori con cui devono essere associati 
per poter stimolare l’inizio sito-specifico e filamento- 
specifico della trascrizione (anche se la caratterizza- 
zione di numerosi promotori ed enhancer indica che 
le loro proprietà funzionali sono simili). Gli enhancer 
sono presenti sia nei virus degli eucarioti che nei ge- 
ni cellulari. 

Gli enhancer sono necessari per la piena attività 
dei loro promotori corrispondenti. Ma come funzio- 
nano? Viene dato il maggior credito a due ipotesi, 
non mutuamente esclusive: 


1. Gli enhancer sono «punti d’ingresso» sul DNA del- 
la RNA polimerasi II, forse tramite un’inferiore 
affinità per gli istoni che normalmente coprono 
il DNA degli eucarioti e bloccano (sembra proba- 
bile) il legame della RNA polimerasi Il (paragrafo 
33.1A). Alternativamente, gli enhancer possono al- 
terare la conformazione locale del DNA in modo 
da favorire il legame con la RNA polimerasi II. 
Alcuni enhancer, infatti, contengono un segmen- 
to di purine e pirimidine alternate che, come ab- 
biamo visto, è proprio il tipo di sequenza che più 
probabilmente dà origine al DNA-Z (paragrafo 
28.28). 

. Gli enhancer sono riconosciuti da proteine speci- 
fiche chiamate fattori di trascrizione che sti- 
molano la RNA polimerasi II a legarsi al vicino 
promotore. 


n 


Tutti gli enhancer cellulari che sono stati identificati 
sono associati con geni che sono espressi selettiva 
mente in tessuti specifici. Sembra quindi, come di- 
scuteremo nel paragrafo 33.3B, che gli enhancer me- 
dino la maggior parte dell’espressione genica seletti- 
va negli eucarioti. 
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I promotori della RNA polimerasi IIl possono 
essere situati a valle dei siti d’inizio 
della trascrizione che controllano 


‘1337]I promotori dei geni trascritti dalla RNA poli- 
merasi II possono essere situati interamente all’in- 
terno delle regioni trascritte dei geni. Lo ha dimostra- 
to Donald Brown attraverso la costruzione di una se- 
rie di mutanti per delezione di un gene di RNA 5S 
di Xenopus borealis. Delle delezioni di sequenze di 
basi che inizino oltre l’una o l’altra delle due estre- 
mità della porzione trascritta del gene 55 impedisco- 
no la trascrizione solo se si estendono all’interno del 
segmento tra i nucleotidi +40 e +80. Un frammen- 
to, infatti, del gene 5S consistente solo dei nucleotidi 
da 41 a 87 è sufficiente, quando clonato in un plasmi- 
de batterico, a dirigere l’inizio specifico da parte del- 
la RNA polimerasi III su di un sito a monte. Questo 
è dovuto al fatto che, come è stato poi dimostrato, 
la sequenza contiene il sito di legame per un fattore 
di trascrizione che stimola il legame a monte della 
RNA polimerasi III. Ulteriori studi hanno mostrato, 
però, che i promotori di altri geni trascritti dalla RNA 
polimerasi III possono essere situati parzialmente o 
interamente a monte dei loro siti d’inizio. 


Le amatossine inibiscono specificamente 
le RNA polimerasi II e II 


Il fungo velenoso Amanita phalloides, che è re- 
sponsabile della maggior parte degli avvelenamenti 
letali da funghi, contiene parecchi tipi di sostanze 
tossiche compresa una serie di insoliti octapeptidi bi- 
ciclici noti come amatossine. La a-amanitina. 
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c-amanitina 


che è rappresentativa delle amatossine, forma un com- 
Plesso saldo 1:1 con la RNA polimerasi II (K=10-8M) 
€ uno lasco con la RNA polimerasi III (K=10-5w) in 
modo da bloccare specificamente le loro fasi di allun- 
gamento della catena. La o-amanitina è quindi un uti- 


le strumento per uno studio meccanicistico di questi 
enzimi. La RNA polimerasi Itanto mitocondriale quan- 
to cloroplastica e le RNA polimerasi dei procarioti so- 
no insensibili alla o-amanitina. 

Nonostante l’alta tossicità delle amatossine (5-6 mg, 
che sono presenti in circa 40 g di funghi freschi, so- 
no sufficienti ad uccidere un uomo adulto), esse agi- 
scono lentamente. La morte, di solito per insufficien- 
za epatica, sopravviene non prima di parecchi gior- 
ni dopo l’ingestione dei funghi (e dopo il superamen- 
to degli effetti di altre tossine del fungo). Questo ri- 
flette in parte il lento ritmo di turnover di mRNA 
e proteine degli eucarioti. 


3. IL CONTROLLO 
DELLA TRASCRIZIONE 
NEI PROCARIOTI 


1339|I procarioti rispondono a improvvisi cambiamen- 
ti dell’ambiente. come Varrivo di nutrienti, inducen- 
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Figura 29.16 Fotografia al microscopio elettronico e suo disegno in- 
terpretativo che mostra la trascrizione e la traduzione simultanee di 
un gene di £. colî. Le molecole di RNA polimerasi trascrivono il DNA 
da sinistra a destra mentre i ribosomi traducono I'RNA nascente (dal 


basso in alto). (Per gentile concessione di Oscar L. Miller, Jr., Univer- 
sity of Virginia.) 
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do la sintesi delle proteine appropriate. Questo pro- 
cesso prende solo pochi minuti dato che traduzione 
e trascrizione nei procarioti sono strettamente accop- 
piate: i ribosomi iniziano la traduzione vicino all’e- 
stremità 5’ di un mRNA nascente subito dopo che 
essa è uscita dalla RNA polimerasi (Fig. 29.16). Inol- 
tre, la maggior parte degli mRNA dei procarioti sono 
enzimaticamente degradati entro 1-3 minuti dalla lo- 
ro sintesi, eliminando quindi lo spreco costituito dal- 
la sintesi di proteine non necessarie dopo un cambia- 
mento delle condizioni (la degradazione delle protei- 
ne è discussa nel paragrafo 30.6). 

Le estremità 5’, infatti, di alcuni mRNA sono degra- 
date prima che le loro estremità 3‘ siano state sinte- 
tizzate. 

Per contro, l’induzione di nuove proteine nelle cel 

lule eucariotiche frequentemente richiede ore 0 giorni 
dato che la trascrizione ha sede nel nucleo e mRNA 
che ne risulta deve essere trasportato al citoplasma 
dove avviene la traduzione. 
Le cellule eucariotiche, tuttavia, in particolare quelle 
degli organismi multicellulari, vivono in ambienti re- 
lativamente stabili; cambiamenti nel loro schema tra- 
scrizionale avvengono solo durante il differenziamen- 
to cellulare. 

In questo paragrafo prenderemo in esame alcuni 

dei modi in cui è regolata l’espressione dei geni nei 
procarioti mediante controllo della trascrizione. Gli 
eucarioti, che sono creature molto più complesse dei 
procarioti, hanno un sistema di controllo della tra- 
scrizione corispondentemente più complicato i cui 
aspetti generali stanno giusto ora cominciando ad ap- 
parire. 
Rimanderemo quindi la discussione sul controllo della 
trascrizione negli eucarioti fino al paragrafo 33.3, do- 
ve potrà essere preso in considerazione alla luce di 
quanto avremo detto sulla struttura e l’organizzazio- 
ne dei cromosomi degli eucarioti. 


A. | promotori 


In presenza di alte concentrazioni di induttore 
l’operone del lattosio viene rapidamente trascritto. 
Per contro, il gene laci viene trascritto a un ritmo 
così basso che una tipica cellula di E. coli contiene 
<10 molecole di repressore lac. Eppure il gene I non 
ha repressore. Esso ha piuttosto un promotore così 
inefficiente da venire trascritto in media una volta 
per generazione batterica. I geni che vengono trascritti 
ad alta frequenza hanno promotori efficienti. In ge- 
nerale, più è efficiente un promotore più la sua se- 
quenza assomiglia alla corrispondente sequenza con- 
senso. 


In certi fagi l’espressione genica è controllata 
da una successione di fattori 0 


Il processo di sviluppo e differenziamento coin- 
volge l’espressione temporalmente ordinata di gruppi 
di geni secondo programmi specificati geneticamente. 
Le infezioni da parte dei fagi sono tra gli esempi più 
semplici di processo di sviluppo. Generalmente solo 
una parte del genoma del fago, spesso definito come 
geni precoci, è espresso nell’ospite immediatamente 
dopo l’infezione fagica. Col passare del tempo inizia- 
no ad essere espressi i geni intermedi e vengono ini- 
biti tanto i geni precoci quanto i geni batterici. Negli 
stadi finali dell’infezione fagica i geni intermedi ce- 
dono il passo ai geni tardivi. Naturalmente alcuni ti- 
pi di fago esprimono più di tre gruppi di geni e alcu- 
ni geni possono essere espressi in più di uno stadio 
di un’infezione. 

Un modo in cui delle famiglie di geni vengono se- 
quenzialmente espresse è attraverso una «cascata» di 
fattori o. Nell’infezione del Bacillus subtilus da parte 
del batteriofago SP01, per esempio, i promotori dei 
geni precoci sono riconosciuti dall’oloenzima della 
RNA polimerasi batterica. Tra questi geni precoci c'è 
il gene 28 il cui prodotto genico è una nuova subuni- 
tà 0, chiamata 08P°8, che sostituisce la subunità o bat- 
terica nel nucleo centrale dell'enzima. Questo oloen- 
zima ricostituito riconosce solo i promotori dei geni 
intermedi del fago, che hanno tutti le regioni — 35 
e — 10 (Pribnow box) simili, ma assomigliano molto 
poco alle corrispondenti regioni dei geni batterici e 
dei geni fagici precoci. I geni precoci risultano quindi 
inattivi una volta che sono stati degradati gli mRNA 
ad essi corrispondenti. I geni intermedi del fago com- 
prendono i geni 33 e 34, che insieme specificano an- 
cora un'altro fattore 0, 08P334 che, a sua volta, per- 
mette la trascrizione dei soli geni tardivi del fago. 

Parecchi batteri, compresi E. coli e 8. subtilis, pre- 
sentano analogamente svariati fattori o. Questi non 
sono utilizzati in modo sequenziale. Piuttosto, quelli 
che differiscono dal fattore o predominante o prima- 
rio controllano la trascrizione di gruppi di geni dal 
compito particolare espressi in modo coordinato i cui 
promotori sono molto diversi da quelli riconosciuti 


* dal fattore o primario. 


B. Il repressore lac 


Nel 1966 Beno Miiller-Hill e Walter Gilbert han- 
no isolato il repressore lac sulla base della sua capaci 
tà di legare IPTG marcato con 4C ed hanno dimo- 
strato che esso è una proteina. Questa è stata un’im- 
presa eccezionalmente difficile poiché il repressor® 
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lac rappresenta solo circa lo 0,002% delle proteine 
di E. coli di ceppo nativo. Ora, però, il repressore 
lac è disponibile in grande quantità grazie all’utiliz- 
zo delle tecniche di clonaggio molecolare (paragrafo 
28.8D). 


Il repressore lac trova il suo operatore 
scorrendo lungo il DNA 


Il repressore lac è un tetramero di quattro su- 
bunità identiche di 360 residui organizzate in tre as- 
si di simmetria fra loro perpendicolari (simmetria 
D:; paragrafo 7.5B). Ciascuna subunità è capace di 
legare una molecola di IPTG con una costante di dis- 
sociazione di K= 1075. In assenza dell’induttore il 
tetramero repressore si lega non specificamente al 
DNA duplex con una costante di dissociazione 
di K=107“%M. Esso tuttavia si lega specificamente 
all’operatore lac con un’affinità mòlto più grande: 
K=10-!5m. La proteolisi limitata del repressore lac 
con tripsina stacca un peptide N-terminale di 58 resi- 
dui da ciascuna subunità. Il rimanente «nucleo» del 
tetramero lega IPTG ma non è in grado di legare 
il DNA. Apparentemente i siti di legame di ciascuna 
subunità con il DNA e con l’induttore occupano do- 
mini separati. 

La costante di velocità osservata per il legame del 
repressore lac all'operatore lac è ky=10!%M7!s7!. 
Questa velocità è molto più grande di quella calcola- 
ta per il processo controllato dalla diffusione in solu- 
zione: ky= 107M7!s7! per molecole delle dimensioni 
del repressore lac. Poiché è impossibile per una rea- 
zione procedere più rapidamente della sua velocità 
controllata dalla diffusione, il repressore lac non de- 
ve incontrare l’operatore nella soluzione in una ri- 
cerca casuale in tre dimensioni. Sembra piuttosto che 
il repressore lac trovi l’operatore legandosi non speci- 
ficamente al DNA e scorrendo lungo il DNA in una 


« ricerca in una dimensione molto più efficiente. 


> 
L’operatore lac ha una sequenza 
quasi palindromica 


La disponibilità di grandi quantità di represso- 
re lac ha reso possibile la caratterizzazione dell’ope- 
ratore lac. Del DNA di E. coli, sonicato fino a ridurlo 
in piccoli frammenti, è stato mescolato con il repres- 
sore lac e passato attraverso un filtro di nitrocellulo- 
sa. Le proteine, con o senza DNA legato, si attaccano 
alla nitrocellulosa, mentre il DNA duplex di per sé 
non lo fa. Il DNA è stato staccato dalle proteine lega- 
te al filtro tramite lavaggio con una soluzione di IPTG, 


-=—— Protetto dal repressore lac. — 


- -++ - - 
5'TGTGTGGAATTGT GAGCGGATAACAATTTCACACA 3' 


«» 
3'ACACACCTTAACA CT CGCCTATTGITAAAGTGTGT 5' 


RU 


A TGTITA C T 


Mutazioni 0° | 
T ACAAT G A 


Figura 29.17 La sequenza di basi dell'operatore /ac. Le regioni corre 
late per simmetria (in rosso) comprendono 28 dei suoi 35 bp. Un 
«+» indica le posizioni in cui il legame del repressore aumenta la 
metilazione da parte del dimetilsolfato (che metila G in corrisponden- 
za di N(7) e A di N(3)) ed un «—» indica dove questa reazione di 
«footprinting» risulta inibita. La fila in basso mostra le posizioni e 
le identità di diverse mutazioni puntiformi che impediscono il lega- 
me del repressore /ac (mutanti 0°). Le posizioni colorate aumentano 
la simmetria dell'operatore. (Fonte: SogeLL, H. M., in GOLBERGER, R. 


F., (curatore), Biological Regulation and Development, Vol. 1, p. 193, 
Plenum Press, 1979.) 


rimessa assieme al repressore lac e il complesso ri- 
sultante è stato trattato con DNasi I. Il frammento 
di DNA che il repressore lac protegge dalla degrada- 
zione con nucleasi consiste di una serie di 26 bp al- 
loggiata in una sequenza quasi simmetrica di 35 bp 
(Fig. 29.17; in alto). Una tale simmetria palindromi- 
ca è una caratteristica comune dei DNA che vengono 
specificamente legati da proteine; ricordate che an- 
che i siti di riconoscimento delle endonucleasi di re- 
strizione sono palindromici (paragrafo 28.6A). 

È stato suggerito che la simmetria dell’operatore 
lac corrisponda a quella del suo repressore; che l’o- 
peratore cioè si leghi al repressore in una fessura 
simmetrica tra due subunità, analogamente a quan- 
to fa l’endonucleasi di restrizione EcoRI con il suo 
sito di riconoscimento (paragrafo 28.6A). Esperimen- 
ti di protezione dalla metilazione però non sostengo- 
no questo punto di vista. C'è un’asimmetria nella dif- 
ferenza tra operatore libero e operatore legato al re- 
pressore per quanto riguarda la suscettibilità delle 
sue basi alla reazione con DMS (Fig. 29.17). Inoltre, 
mutazioni puntiformi nell’operatore che lo rendano 
un operatore costitutivo (0°), e che indeboliscono in- 
variabilmente il legame del repressore all’operatore, 
possono tanto aumentare quanto diminuire la sim- 
metria dell’operatore (Fig. 29.17). 


Il repressore lac impedisce alla RNA polimerasi 
di formare un complesso di inizio produttivo 


L’operatore occupa le posizioni da —7 a +28 
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Sequenza GAAAGCESOEAGT GACCOCAACCEAATTAATETGAGITAGCTCACTCATTABGCACCCCAGEETITACACITTATGCTTOCGGCTEGTATETTOTOTOGAATTATOAGCGGATAACAATITCACACABBARICAGE FA Rocca 3 


di DNA 


pd 


—-80 -70 —60 -50 —-40 


Figura 29.18 La sequenza nucleotidica della regione del promotore- 
operatore lac di £. coli che si estende dalla regione C-terminale di 
lacl (a sinistra) alla regione N-terminale di lacZ (a destra). Le sequen- 
ze palindromiche dell'operatore e del sito che lega CAP (paragrafo 
29.3C) sono sopra o sottolineate. (Fonte: DICKSON, R. C., ABELSON, 
|., BARNES, W. M. e REzNIKOFF, W. A., Science, 187, p. 32, 1975.) 


del lac operone relativamente al sito d’inizio della 
trascrizione (Fig. 29.18). Si ricorderà che studi di pro- 
tezione dalle nucleasi indicano che, nel complesso di 
inizio, la RNA polimerasi si lega saldamente al DNA 
tra le posizioni — 20 e +20 (paragrafo 29.2B). L’ope- 
ratore lac e il sito promotore, quindi, si sovrappongo- 
no. Questo suggerisce che il legame con il repressore 
e il legame con la RNA polimerasi siano mutuamen- 


À Glucosio 


| 


lac mRNA 
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Minuti dopo l'aggiunta di IPTG 


Figura 29.19 La cinetica della sintesi dell'mRNA dell'operone lac do- 
po la sua induzione con IPTG e la cinetica della sua degradazione 
doppo aggiunta di glucosio. Gli E. coli vengono cresciuti in un terre- 
no contenente uridina marcata con 3H e glicerolo come loro unica 
fonte di energia dal carbonio. IPTG viene aggiunto al terreno all’ini- 
zio dell'esperimento per indurre la sintesi degli enzimi /ac. Dopo 
3 minuti viene aggiunto glucosio per fermare la sintesi. La quantità 
di RNA lac radiomarcato da 3H viene determinata tramite ibridizza- 
zione con DNA contenente i geni lacZ e lacY. (Fonte: ADESNIK, M. 
e LevintHaL, C., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 35, p. 457, 
1970.) 


CTTTEGCOCGITCACTEGCGTTECGT PETALI ELE TEAATCGAGIGAGTAATECOTEGGGTCCGAAATOTGARATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCITAACACTOGCCTATTOTTARAGTGTGTOCITTETOGATACTEGIAC 5 


| 


pod 


-30 -20 -10 +1 +10 +20 +30 


te esclusivi. Entrambe le proteine, però, si legano si- 
multaneamente all’operone del lattosio, per lo meno 
in vitro, formando un complesso inattivo dal punto 
di vista della trascrizione. 

Evidentemente, il repressore lac legato all’operatore 
impedisce alla RNA polimerasi di formare un com- 
plesso d’inizio produttivo anche se non si sa come 
lo faccia. 


C. L'inibizione da cataboliti: 
un esempio di attivazione genica 


[1346] Il glucosio è il metabolita di scelta di E. coli; 
la disponibilità di quantità adeguate di glucosio pre- 
viene l’espressione di geni che codificano proteine coin- 
volte nella fermentazione di numerosi altri cataboli- 
ti, compreso il lattosio (Fig. 29.19), l’arabinosio e il 
galattosio, anche se essi sono presenti ad alte concen- 
trazioni. 

Questo fenomeno, che è noto come inibizione 0 re- 
pressione da cataboliti, previene lo spreco costì- 
tuito dal raddoppiamento di sistemi enzimatici pro- 
duttori di energia. 


L’AMP ciclico segnala la carenza di glucosio 


La prima indicazione sul meccanismo della re- 
pressione da cataboliti è stata l'osservazione che, in 
E. coli, il livello di cAMP, che si sapeva essere un 
secondo messaggero nelle cellule animali (paragrafo 
17.3E), è molto diminuito in presenza di glucosio. Que- 
st'osservazione ha condotto alla scoperta che l’aggiun- 
ta di cAMP a colture di E. coli vince la repressione 
da cataboliti indotta da glucosio. 

Ricordate che, in E. coli, l’adenilato ciclasi è attivata 
da un enzima fosforilato (E IIIy) che viene defosfori- 
lato in seguito al trasporto di glucosio attraverso la 
membrana cellulare (paragrafo 18.3D). La presenza 
di glucosio, quindi, normalmente abbassa il livello di 
CAMP in E. coli. 
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11 complesso CAP-cAMP stimola la trascrizione 
degli operoni repressi dai cataboliti 


1348] Certi mutanti di E. coli in cui l’assenza di glu- 
cosio non annulla la repressione da cataboliti manca- 
no di una proteina legante cAMP che viene chiamata 
proteina attivatrice dei geni catabolici (CAP) o 
proteina recettore di cAMP (CRP). CAP è una pro- 
teina dimerica formata da due subunità identiche di 
210 residui che va incontro a notevoli modificazioni 
conformazionali in seguito a legame con cAMP. La 
sua funzione è stata chiarita da Ira Pastan che ha 
dimostrato che il complesso CAP-CAMP, ma non CAP 
di per sé, si lega all’operone lac (tra gli altri) e stimo- 
la la trascrizione a partire dal suo promotore altri- 
menti a bassa efficienza in assenza del repressore. 
CAP è quindi un regolatore positivo (avvia la tra- 
scrizione), contrariamente al repressore lac che è un 
regolatore negativo (blocca la trascrizione). 
Perché il complesso CAP-cAMP è necessario per sti- 
molare la trascrizione dei suoi operoni bersaglio? E 
come lo fa? Il repressore lac ha un promotore debole 
(a bassa efficienza); le sue sequenze —10 e —35 
(TATGTT e CTTTACACT; Fig. 29.18) differiscono in 
modo significativo dalle corrispondenti sequenze con- 
senso di promotori forti (ad alta efficienza) (DTATAAT 
e TCTTGACAT; Fig. 29.9). Questi promotori deboli 
evidentemente hanno bisogno di una sorta d’aiuto 
per un efficiente inizio della trascrizione. Ci sono due 
modi plausibili (e non mutuamente esclusivi) in cui 
CAP-cCAMP potrebbe dare questo aiuto: 


1. CAP-cCAMP potrebbe stimolare l’inizio della tra- 
scrizione attraverso un’interazione diretta con la 
RNA polimerasi. Quest’ipotesi è sostenuta dall’os- 
servazione che il frammento dell’operone lac che 
il complesso CAP-cAMP protegge dalla digestione 
con DNasi I contiene due sequenze pseudopalin- 
dromiche sovrapposte che sono localizzate nel seg- 
mento a monte del promotore lac (Fig. 29.18). 

2. Il legame del complesso CAP-cAMP al promotore 
potrebbe alterare la conformazione di questo 
DNA. Potrebbe indurre, per esempio, la forma- 
zione del complesso d’inizio aperto della RNA po- 
limerasi (paragrafo 29.2B). Quest’idea è corrobo- 
rata dall’osservazione che il superavvolgimento 
negativo, che tende a svolgere il DNA-B, promuo- 
ve in vitro la stimolazione da parte di CAP della 
trascrizione dell’operone lac. Il legame di CAP al 
promotore, tuttavia, non altera il superavvolgi- 
mento del DNA così che CAP non può di per sé 
svolgere il promotore. Un’altra possibilità è che 
il legame con CAP pieghi il DNA in modo da ac- 
cumulare energia elastica che viene successiva- 


mente usata nella trascrizione. Infatti, la mobilità 
bassa e anomala in elettroforesi su gel di poliacri- 
lamide di CAP sotto forma di complesso con la 
sua sequenza bersaglio di —30 bp indica che il 
legame con CAP induce per lo meno un ripiega- 
mento a 90° di questo segmento di DNA. 


La struttura di un complesso CAP-cAMP - DNA 


È stata determinata con una risoluzione di 3,0 
À la struttura ai raggi X della proteina attivatrice 
dei geni catabolici (CAP) di E. coli sotto forma di com- 
plesso con cAMP e con un segmento di DNA duplex 
di 30 bp formato da una sequenza palindromica che 
assomiglia alla sequenza che lega CAP (Fig. 29.18). 
Le interazioni tra i due motivi elica-curva-elica della 
proteina dimerica ed il DNA assomigliano a quelle 
predette dai modelli costruiti (Fig. 29.20b). 

L’elica F della proteina, però, (la sua elica «di rico- 
noscimento») si inserisce molto più profondamente 
nella scanalatura principale del DNA e le distorsioni 
locali della struttura del DNA sono più ampie e più 
varie di quanto fosse stato anticipato. La caratteristi 
ca principale di questa struttura è che il DNA si pie- 
ga a —90° intorno alla proteina in conseguenza di 
due ripiegamenti di 45° del DNA su se stesso tra 
le basi 5° e 6° all’esterno rispetto all’asse di simme- 
tria del complesso in entrambe le direzioni. Questa 
distorsione ha come risultato la chiusura della scana- 
latura principale e un enorme allargamento della sca- 
nalatura secondaria in corrispondenza del ripiega- 
mento. 

Rimane sconosciuto però il meccanismo con cui il 
complesso CAP-cAMP attiva la RNA polimerasi per 
la trascrizione dell’operone lac. Sembra probabile, tut- 
tavia, che il ripiegamento del DNA indotto da CAP 
giochi un ruolo in questo processo. Poiché il ripiega- 
mento del DNA cambia l’orientamento relativo di 
CAP legato e della RNA polimerasi rispetto a quello 
che assumerebbero su del DNA lineare, potrebbe an- 
che darsi che sull’operone lac sia adiacente alla RNA 
polimerasi il dominio di CAP che lega cAMP invece 
che quello che lega il DNA. Un'altra possibilità è che 
il ripiegamento del DNA indotto da CAP formi nel 
DNA un’ansa che porti un segmento del DNA a mon- 


*te a contatto con la RNA polimerasi. 


Molti repressori e attivatori dei procarioti 
si legano ai propri operatori in modo analogo 


Poiché l’espressione genetica è controllata da 
È 
proteine come CAP e il repressore lac, un punto im- 
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Figura 29.20 La struttura e le interazioni di CAP. (a) Una rappresenta- 
zione a nastro del dimero CAP. | domini N-terminali leganti cAMP, 
che contengono i contatti del dimero, sono colorati in verde e in 
giallo mentre i domini C-terminali sono colorati in blu e in viola con 
i loro motivi elica-curva-elica colorati in toni più scuri. Le eliche sono 
indicate con lettere dell'alfabeto a partire dall’estremità N-terminale 
(Basato su un disegno di Jane Richardson, Duke University.) (b) L'as- 
sociazione proposta, basandosi sulla costruzione di modelli, tra i do- 
mini leganti il DNA di CAP e il loro sito di legame sull’operone lac 
vista lungo l’asse di simmetria della proteina. Notate come le due 
«eliche di riconoscimento», simmetricamente correlate, del dimero 
siano distanziate in modo da inserirsi in giri successivi della scanala- 
tura principale del DINA. Il sito di legame col DNA è stato identificato 
mediante studi di modificazioni chimiche, enzimatiche e mutageni- 
che. | dischi neri indicano i fosfati la cui etilazione impedisce il lega- 
me di CAP, le G racchiuse nei cerchietti sono protette dalla metila- 
zione quando CAP si lega, e con * sono indicati le sedi di mutazione 
in fac che diminuiscono l'affinità di CAP. (Fonte: WesgR, |. T. e STEITZ, 
T. A., Proc. Natl. Acad. Sci., 81, p. 3975, 1984.) 


t 


portante nello studio della regolazione genica è co- 
me queste proteine interagiscono col DNA. La strut- 
tura ai raggi X di un cristallo di CAP, determinata 
da Thomas Steitz, rivela che ciascun monomero di 
questa proteina dimerica consiste di due domini legati 
in modo flessibile (Fig. 29.200). I domini N-terminali 
legano cAMP e formano i contatti intersubunità. I 
domini C-terminali formano il sito di legame col DNA 
com'è dimostrato dall’osservazione che la loro escis- 
sione mediante proteolisi limitata genera una protei- 
na dimerica che lega cAMP ma non il DNA. 

Le due eliche F disposte in modo simmetrico del 
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dimero CAP emergono dalla superficie della protei- 
na in modo da adattarsi in scanalature principali suc- 
cessive di DNA-B (Fig. 29.20b) secondo studi di co- 
struzione di modelli. Le eliche E e F di CAP formano 
una struttura supersecondaria a elica-curva-elica 
la cui conformazione assomiglia ad analoghi motivi 
elica-curva-elica di altri repressori la cui struttura ai 
raggi X è nota: il repressore trp di E. coli (paragra- 
fo 29.3E) e i repressori cl e le proteine Cro dei 
batteriofagi \ e 434 (paragrafo 32.3D). 


Interazioni specifiche proteina-DNA derivano 
da mutui adattamenti conformazionali 


[1351] La costruzione di modelli, come quello mostra- 
to nella Fig. 29.20b, e, ancora più importante, la vi- 
sualizzazione diretta di complessi proteina-DNA (ve- 
di più avanti), indicano che queste proteine che lega- 
no il DNA si associano con le loro coppie di basi ber- 
saglio principalmente per mezzo delle catene laterali 
che si dipartono dalla seconda elica del motivo elica 
curva-elica, la cosiddetta «elica di riconoscimento» 
(elica F in CAP, E nel repressore trp ed «3 nelle pro- 
teine di fago). La sostituzione, infatti, (mediante le 
tecniche d’ingegneria genetica descritte nel paragra- 
fo 28.8) dei residui che guardano all’esterno dell'«eli- 
ca di riconoscimento» del repressore 434 con i resi- 
dui corrispondenti del correlato batteriofago P22 
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genera un repressore ibrido che si lega agli operato- 
ri di P22 ma non a quelli di 434. Inoltre, in tutte 
queste proteine i motivi elica-curva-elica di —20 re- 
sidui hanno sequenze amminoacidiche che si asso- 
migliano l’una all’altra e assomigliano a segmenti po- 
lipeptidici di numerose altre proteine leganti il DNA 
dei procarioti, compreso il repressore lac. Evidente- 
mente, queste proteine sono evoluzionisticamente cor- 
relate e legano il loro DNA bersaglio in modo analogo 
(ma diverso da quello dell’endonucleasi di restrizio- 
ne EcoRI di E. coli; paragrafo 28.6A). 

Come fa l’«elica di riconoscimento» a riconoscere 
la sua sequenza bersaglio? Ciascuna coppia di basi 
presenta una differente e presumibilmente pronta- 
mente riconosciuta costellazione di gruppi disponi- 
bili ai legami idrogeno nella scanalatura principale 
del DNA (Fig. 28.6). È stato quindi proposto che ci 
sia una semplice corrispondenza, analoga all’appaia- 
mento di basi secondo il modello di Watson e Crick, 
tra i residui amminoacidici dell’«elica di riconosci- 
mento» e le basi con cui essi entrano in contatto per 
formare associazioni sequenza-specifiche. Le struttu- 
re ai raggi X sopracitate, tuttavia, indicano che que- 


Figura 29.21 La struttura ai raggi X del repressore del fago 434 (in 
realtà solo dei 69 residui del dominio N-terminale) sotto forma di 
complesso con un frammento di 20 bp della sua sequenza bersaglio (un 
filamento della quale ha la sequenza d(TATACAAGAAAGTTITGTACT) 
vista perpendicolarmente all'asse di simmetria del complesso. (a) Un 
modello a scheletro con il DNA sulla sinistra e con le due subunità 
identiche della proteina (solo lo scheletro di Ca) in rosso e in blu. 
Sono visibili solo i primi 63 residui della proteina. (Per gentile con- 
cessione di Aneel Aggarwal, john Anderson and Stephen Harrison, 
Harvard University.) (b) Un disegno interpretativo che mostra come 


(a) (b) 


st'ipotesi non è corretta. Il riconoscimento della se- 
quenza di basi deriva piuttosto da interazioni strut- 
turali complesse. Per esempio: . 


1. La struttura ai raggi X del repressore 434 e della 
proteina Cro sotto forma di complesso con l’iden- 
tico DNA bersaglio di 20 bp (l’espressione del fa- 
go 434 è regolata attraverso il legame differenzia- 
le di queste proteine agli stessi segmenti di DNA; 
paragrafo 32.3D) è stata in entrambi i casi deter- 
minata da Stephen Harrison. Entrambe le proteine 
dimeriche, come predetto per CAP (Fig. 29.20b), 
si associano con il DNA in modo simmetrico con 
le loro «eliche di riconoscimento» legate a giri suc- 
cessivi della scanalatura principale del DNA (Figg. 
29.21 e 29.22). In entrambi i complessi, le protei- 
ne si adattano strettamente alla superficie del DNA 
e interagiscono con le sue coppie di basi e catene 
laterali di zuccheri - fosfati mediante elaborati si- 
stemi di legami idrogeno, ponti salini e contatti 
di van der Waals. Ciò non di meno, le geometrie 
dettagliate di queste associazioni sono significativa- 
mente differenti. Nel complesso repressore-DNA 


il motivo elica-curva-elica (colorazione più scura) interagisca con il 
DNA. Nel monomero inferiore della proteina sono indicate le catene 
laterali importanti per l'interazione con il DNA e i numeri del primo 
e dell'ultimo residuo dell'elica. Notate come le due «eliche di ricono- 
scimento» del dimero si leghino in scanalature principali successive 
del DNA. (Fonte: ANDERSON, ]. E., PTASHNE, M. e HARRISON, S. C., 
Nature, 326, p. 847, 1987.) (A Un modello spaziale corrispondente 
alla parte (a). Tutti gli atomi non-H della proteina sono colorati in 
giallo. (Per gentile concessione di Aneel Aggarwal, John Anderson 
e Stephen Harrison, Harvard University.) 


(c) 
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Figura 29.22 La struttura ai raggi X dei 72 residui della proteina Cro 
sotto forma di complesso con gli stessi 20 bp di DNA mostrati nella 
Fig. 29.21 vista perpendicolarmente all'asse di simmetria del com- 
plesso. Solo i primi 64 residui della proteina sono visibili. Le parti 
(a), (b) e {c) corrispondono a quelle della Fig. 29.21 con la proteina 


Figura 29.23 La struttura ai raggi X del complesso repressore trp- 
operatore visto, in modo stereoscopico, perpendicolarmente all’asse 
di simmetria della molecola. E' mostrato lo scheletro di Ca della pro- 
teina (in blu) con le catene laterali (in verde) che fanno legami idroge- 
no {linee tratteggiate) con l'operatore palindromico di 18 bp (in gial- 
lo). La proteina lega il suo operatore solo se dell’L-triptofano (in ros- 
so) è simultaneamente legato alla proteina. Notate che le «eliche di 


(Fig. 29.21) il DNA si piega intorno alla protei- 
na con un arco dal raggio di — 65 À in modo da 
comprimere la scanalatura secondaria di - 2,5 A 
vicino al suo centro (tra i due monomeri della pro- 
teina) e da allargarla di — 2,5 À verso le sue estre- 
mità (la distanza fosfato-fosfato attraverso la sca- 


nalatura secondaria nel DNA-B canonico — idea- 
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nella parte (c) colorata in blu chiaro. Notate la corrispondenza stretta 
ma non identica tra le due strutture. (Parti (a) e (c) per gentile conces- 
sione di Alfonso Mondragon, Cynthia Wolberger e Stephen Harrison, 
Harvard University. Parte (b): WoLgerceR, C., DONG, Y., PTASHNE, M. 
e Harrison, S. C., Nature, 335, p. 791, 1988.) 


riconoscimento» della proteina si legano, come ci si aspettava, a sca- 
nalature principali successive del DNA ma si estendono perpendico- 
larmente all'asse del DNA duplex. Per contro le «eliche di riconosci- 
mento» del repressore 434 e delle proteine Cro si legano parallela 
mente alla scanalatura principale del loro DNA (Figg. 29.21 e 29.22). 
Le istruzioni per vedere disegni stereoscopici sono date nell appendi- 
ce al Capitolo 7. (Per gentile concessione di Paul Sigler, Yale University.) 


le — è di 11,5 A). Per contro, il DNA in complesso 
con Cro (Fig. 29.22), nonostante sia anch'esso pie- 
gato, è quasi diritto al centro e ha una scanalatu- 
ra secondaria meno compressa (paragonate le Figg. 
29.210 e 29.22a). Questo spiega perché la simulta- 
nea sostituzione di tre residui nell’«elica di rico- 
noscimento» del repressore con quelli presenti N 
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Cro non determina nella proteina ibrida risultan- 
te il legame col DNA con una affinità simile a 
Cro: le diverse conformazioni del DNA nei com- 
plessi con Cro e con il repressore impediscono che 
una qualunque catena laterale particolare intera- 
gisca in modo identico con il DNA nei due com- 
plessi. 


2. Paul Sigler ha determinato la struttura ai raggi 
X del repressore trp di E. coli sotto forma di com- 
plesso con un DNA palindromico di 18 bp che 
assomiglia da vicino all’operatore trp (paragrafo 
29.3E). La proteina dimerica entra in contatto con 
il DNA relativamente diritto tramite 24 legami 
idrogeno diretti e 6 mediati dal solvente (collegati 
dall’acqua) con i gruppi fosfato del DNA (Fig. 
29.23). Sorprendentemente, però, non ci sono le- 
gami idrogeno diretti o contatti non polari che pos- 
sano spiegare la specificità del repressore per il 
suo operatore (i pochi contatti di questo tipo nella 
struttura sono con basi che sono tolleranti alla mu- 
tazione). Evidentemente, il repressore trp ricono- 
sce il suo operatore con una «lettura indiretta»: 
la sequenza dell’operatore permette al DNA di as- 
sumere una conformazione che promuove con- 
tatti favorevoli col repressore. La costruzione di 
modelli indica che il DNA-B canonico può avere 
solo una piccola frazione dei contatti che l’opera- 
tore ha con il repressore. È concepibile che altre 
sequenze di DNA potrebbero assumere la confor- 
mazione dell’operatore legato al repressore, ma 
a un costo energetico troppo alto per formare un 
complesso stabile con il repressore (la preferenza 
per il suo operatore, di 10* volte superiore a quel- 
la per altri DNA, che mostra il repressore trp im- 
plica una differenza nelle loro energie libere di 
legame di —23 kJ: mol7!). La specificità, quin- 
di, deriva in questo caso da variazioni conforma- 
zionali sequenze-specifiche del DNA piuttosto che 
da interazioni sequenze specifiche di tipo legami 
idrogeno tra DNA e proteina. 


Sembra quindi che non ci siano regole semplici che 
governino il modo in cui particolari residui amminoa- 
cicici interagiscono con le basi. La specificità di se- 
quenza deriva piuttosto da un insieme di interazioni 
mutuamente favorevoli tra una proteina e il suo DNA 
bersaglio. 


La struttura dei repressori met ed arc 


1352] Il repressore met di E. coli reprime la trascri- 
zione del proprio gene e di quei geni che codificano 


gli enzimi coinvolti nella sintesi di metionina (Fig. 
24.45) e di S-adenosilmetionina (SAM; Fig. 24.14). La 
struttura ai raggi X del repressore met, con o senza 
il suo corepressore SAM, mostra un dimero costitui- 
to da monomeri intrecciati privo del motivo che lega 
il DNA elica-curva-elica caratteristico di molti repres- 
sori ed attivatori batterici. Il repressore met, invece, 
si lega alla sua sequenza bersaglio di DNA mediante 
una coppia simmetrica di foglietti 8 antiparalleli e 
a due segmenti, che si inseriscono in scanalature prin- 
cipali successive del DNA. 

La struttura ai raggi X del repressore met è stata 
prima determinata in assenza di DNA. Studi mediante 
modelli strutturali miravano a chiarire come il re- 
pressore met si legasse al DNA palindromico suo ber- 
saglio, assumendo che gli assi di simmetria rotazio- 
nale di entrambe le molecole fossero coincidenti co- 
me sono in tutti i complessi proteina-DNA noti. Si 
presentavano quindi due scelte ragionevoli: (1) la pro- 
teina poteva ancorarsi al DNA con l’inserimento del- 
le suddette coppie di foglietti 6 in scanalature princi- 
pali successive; o (2) una coppia di a-eliche simmetri- 
che sporgenti dalla faccia opposta della proteina po- 
teva legare il DNA analogamente a quanto fanno le 
eliche di riconoscimento di proteine elica-curva-elica 
interagendo con il DNA. Numerosi criteri strutturali 
suggerivano che le a-eliche instaurassero col DNA 
dei contatti significativamente migliori di quanto fa- 
cessero i foglietti 8. L'osservazione quindi che in real- 
tà sono i foglietti 8 a legare il DNA ci dà un’impor- 
tante lezione: i risultati degli studi effettuati median- 
te modelli strutturali devono essere considerati con 
la massima cautela. Questo è dovuto al fatto che la 
conoscenza imprecisa che abbiamo dei meccanismi 
energetici delle interazioni molecolari (paragrafi 7.4 
e 28.3) ci impedisce di prevedere in modo attendibi- 
le come delle macromolecole che si associano si con- 
formino l’una all’altra. 

Il repressore arc è una proteina che partecipa al 
passaggio tra lisi e lisogenia nel batteriofago P22 del- 
la Salmonella (il paragrafo 32.3D tratta questo pas- 
saggio nel batteriofago X). La struttura ottenuta 
mediante 2-D NMR del repressore are mostra che 
questa proteina forma un dimero i cui segmenti 
N-terminali si associano in un foglietto 8 a due fila- 
menti antiparalleli. I repressori arc e met hanno strut- 
ture secondarie simili e mostrano una debole omolo- 
gia di sequenza nelle loro regioni a foglietto 6. Poi- 
ché è stato dimostrato che il repressore arc si lega 
al DNA come tetramero, sembra che i due foglietti 
8 di questo dimero di dimeri si leghino in scanalatu- 
re principali successive del DNA come fanno i fo- 
glietti 8 del dimero di repressore met. L'elenco, quin- 
di, di motivi capaci di legare il DNA dovrebbe inclu- 
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Figura 29.24 Una mappa genetica degli operoni araC e araBAD di 
E. coli in cui sono indicate le proteine che essi codificano e le reazio- 
ni a cui partecipano queste proteine. Il sistema della permeasi, che 
trasporta l’arabinosio all’interno della cellula, è il prodotto dei geni 
araE ed araF, che si trovano in due operoni indipendenti. Il prodotto 
della via metabolica, xilulosio-5-fosfato, è convertito, tramite una rea- 
zione di transchetolasi, nell’intermedio glicolitico fruttosio-6-fosfatasi 
(paragrafo 21.4C). (Fonte: Lee, N., in MILLER, ]. H. e RezingOFF, W. 
S. (curatori), The Operon, pp. 390, Cold Spring Harbor Laboratory, 
1979.) 


dere il foglietto 8 a due filamenti antiparalleli assieme 
ad elica-curva-elica e a «sinc finger» (paragrafo 33.38) 


D. L'operone dell’arabinosio 
(operone araBAD): controllo positivo 
e negativo da parte della stessa proteina 


L'uomo non metabolizza né assorbe dall’inte- 
stino lo zucchero vegetale L-arabinosio. Di conseguen- 
za gli E. coli che normalmente abitano nell’intestino 
umano sono periodicamente invitati a dei banchetti 
di questo pentosio. Tre dei cinque enzimi di E. coli 
che metabolizzano l’r-arabinosio sono prodotti del- 
l’operone araBAD, un operone che può essere repres- 
so dai cataboliti (Fig. 29.24). La trascrizione dell’ope- 
rone araBAD è regolata sia da CAP-CAMP che dalla 
proteina legante Pr-arabinosio AraC (il prodotto del 
gene arac; alle proteine può essere assegnato il no- 
me del gene che le codifica ma in lettere con la pri- 
ma lettera maiuscola; Fig. 29.25): 


—————————+— L-ribulosio de le RA L-ribulosio-5-P. TTT p-xilulosio-5-P 


1. 


—_— ____ Geni strutturali 


v-ribulosio-5-P 


-ribulochinasi epimerasi 


ATP ADP 


In assenza di AraC la RNA polimerasi inizia la 
trascrizione del gene araC nella direzione che si 
allontana dal suo vicino a monte, araBAD. L’ope- 
rone araBAD rimane represso. 

Quando è presente AraC, con o senza L-arabinosio, 
ma non CAP-cAMP (alta concentrazione di' gluco- 
sio), AraC si lega a tre diversi siti genici” aral, 
che precede appena il promotore araBAD; ara0;, 
che si sovrappone al promotore araG; € ara02; 
che, sorprendentemente, è localizzato in una re- 
gione non codificante a monte del gene arac, in- 
torno alla posizione — 280 relativamente al sito 
d’inizio di araBAD. ara0O; è l’operatore del gene 
araC; la sua associazione con AraC blocca la tra- 
scrizione di araC così che questo processo si auto- 
regola. Una serie di mutazioni per delezione indi- 
cano che sia ara0, che aral devono essere pre 
senti perché araBAD sia represso in presenza di 
AraC. La distanza notevolmente ampia che sepa- 
ra ara0; e il promotore araBAD suggerisce quin 
di che il DNA formi un’ansa tale che una singola 
molecola o complesso molecolare di proteina AraC 
si leghi simultaneamente sia ad ara0; che ad 
aral. Questa organizzazione cooperativa è neces 
saria per la repressione mediata da AraC di ara- 
BAD (controllo negativo). ì 
Quando il livello di CAMP è alto (bassa concen- 
trazione di glucosio), CAP-cAMP si lega a un sito 
tra ara0, ed aral. Quando è presente anche 
r-arabinosio, esso si lega ad AraC inducendola 2 
liberare araO; in modo da aprire l’ansa di DNA. 
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Figura 29.25 Il meccanismo proposto per la regolazione di ar : 
{a) In assenza di AraC la RNA polimerasi inizia îa Seli 
ma non di araBAD. (b) Quando è presente AraC, con o senza 
r-arabinosio, e il livello di cAMP è basso, AraC si lega ad araO; ed 
unisce insieme araO e aral formando un'ansa di DNA, e emer 
do quindi sia araC che araBAD. (c) Quando sono presenti sia AraC 
che L-arabinosio e CAMP è abbondante, il complesso AraC-arabinosio 
libera araO, ma rimane legato ad ara/ dove, in concerto con 
CAP-cAMP, attiva la trascrizione di araBAD. araC rimane represso. 


Quest’influenza combinata di CAP-CA MP ed AraC- 
arabinosio, che è probabilmente mediata attraver- 
so un’interazione diretta tra questi due comples- 
si, attiva la RNA polimerasi a trascrivere l’opero- 
ne araBAD (controllo positivo). L'osservazione che 
la delezione di ara0, consente ad AraC- 
arabinosio di attivare araBAD in presenza di CAP- 
cAMP indica che CAP-cAMP induce AraC-arabi- 
nosio a rilasciare araO. e che questo rilascio è ne- 
cessario per convertire AraC-arabinosio in un at- 
tivatore. araC rimane represso da AraC. 


La funzione della formazione dell’ansa di DNA non 
€ chiara anche se è stato dimostrato che si verifica 
in numerosi sistemi batterici ed eucariotici. Forse per- 
mette a parecchie proteine regolatorie e/o siti regola- 
tori su di una proteina di influenzare simultaneamen- 
te l’inizio della trascrizione da parte della RNA poli- 
Merasi. Come hanno mostrato studi recenti, infatti, 
l’operone lac contiene un secondo e relativamente 
debole operatore situato 400 bp a valle del sito di 


mRNA di araBAD 


inizio della trascrizione (all’interno del gene lacZ). 
Quest’operatore secondario (03) coopera con l’opera- 
tore primario (ora chiamato O;) per formare un 
complesso di repressione che è più forte di ognuno 
dei due operatori da soli. Si ritiene che durante una 
forte repressione entrambi gli operatori si leghino 


a un singolo tetramero di repressore lac per formare 


un complesso contenente un’ansa di DNA. 


L’attivazione trascrizionale 
dell’operone AraBAD 


Il complesso CAP-cAMP contribuisce a regola- 
re la trascrizione dell’operone araBAD legandosi a 
una sequenza di DNA che si trova tra i siti di legame 
di AraC ara0O; e ara! (Figura 29.25). Nel far ciò, 
CAP-CAMP induce il dimero AraC-arabinosio, che for- 
ma un’ansa nel DNA legandosi simultaneamente ad 
aral ed ara0., a liberare ara0:, determinando quin- 
di l'apertura dell’ansa di DNA e la conversione di 


im 
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AraC-arabinosio ad agente attivatore. La capacità di 
CAP-cAMP di funzionare in questo modo varia con 
l'orientamento e la distanza del sito di legame di CAP- 
CAMP relativamente ad aral. Per esempio, l’inseri- 
mento di 4 coppie di basi (<1/2 giro di elica) tra il 
sito di legame di CAP-cAMP ed aral, che pone CAP- 
cAMP sulla faccia opposta del DNA rispetto ad ara], 
stabilizza l’ansa di DNA e aumenta la repressione 
della trascrizione di AraBAD. Per contro, l’inserimen- 
to di altre 7 coppie di basi, per un totale di 11 coppie 
di basi inserite (— 1 giro di elica), ripristina in gran 
parte l’attivazione trascrizionale mediata da CAP- 
CAMP con l’apertura dell’ansa. L'inserimento di più 
di un giro di elica di DNA abolisce completamente 
l'apertura dell’ansa mediata da CAP-cAMP e la con- 
seguente attivazione trascrizionale. Un inserto di 5 
coppie di basi tra araO; ed aral interferisce in mo- 
do simile con la repressione mentre un inserto di 
11 coppie di basi non ha un grande effetto. 

Il sito aral consiste di due subsiti, aral, ed arala. 
La suddetta ansa di DNA si forma grazie al legame 
della proteina AraC ad ara0O; e al solo subsito aral.. 
Quando, però, il legame con l’arabinosio induce la 
liberazione di araO. da parte di AraC, il complesso 
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Figura 29.26 Una mappa genetica dell’operone trp di £. coli indican- 
te gli enzimi che esso codifica e le reazioni che essi catalizzano. 
Il prodotto genico di trp catalizza due reazioni sequenziali nella sin- 
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AraC-arabinosio si lega anche al subsito ara/:. Que- 
sta osservazione suggerisce che l’apertura dell’ansa 
sia determinata prevalentemente da una modifica- 
zione conformazionale indotta dall’arabinosio del di- 
mero AraC che cambia l’orientamento relativo delle 
sue due subunità. 


E. L'’operone trp: l’attenuazione 


1355] Nei paragrafi seguenti discuteremo di un sofi- 
sticato meccanismo di controllo della trascrizione chia- 
mato attenuazione attraverso cui i batteri regolano 
l’espressione di certi operoni coinvolti nella biosinte- 
si di amminoacidi. Questo meccanismo è stato sco- 
perto tramite lo studio dell’operone trp di E. coli (Fig. 
29.26) che codifica cinque polipeptidi tra cui tre en- 
zimi che mediano la sintesi di triptofano a partire 
dal corismato (paragrafo 24.58). Charles Yanofsky ha 
scoperto che i geni dell’operone trp sono espressi in 
modo coordinato sotto il controllo del repressore trp, 
una proteina dimerica formata da due subunità iden- 
tiche di 107 residui che è il prodotto del gene trpR 
(che costituisce un operone indipendente). Il repres- 
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Figura 29.27 La sequenza di basi dell'operatore trp. La sequenza qua- 
si palindromica è evidenziata e la Pribnow box è indicata da una 
finea al di sopra di essa. 


Figura 29.28 La struttura del complesso repressore trp-triptofano in 
associazione con il suo operatore. L'«elica di riconoscimento» (in blu) 
del motivo elica-curva-elica del dimero si lega nella scanalatura prin- 
cipale del suo DNA operatore (vedi la Fig. 29.23). Il confronto tra 
le strutture ai raggi X del repressore trp con e senza triptofano legato 
tin rosso) indica che, in seguito a dissociazione del triptofano, le «eli- 
che di riconoscimento» ruotano all'interno (frecce) in modo da non 
essere più simultaneamente innestate nella scanalatura principale del 
DNA. (Fonte: Rogertson, M., Nature, 327, p. 465, 1987.) 


sore trp si lega all’L-triptofano, il prodotto finale della 
via metabolica, formando un complesso che si lega 
specificamente all’operatore trp (trpO; Fig. 29.27) in 
modo da ridurre la velocità di trascrizione dell’ope- 
rone trp di 70 volte. La struttura ai raggi X del com- 
plesso repressore trp-operatore (paragrafo 29.3C) mo- 
stra che il legame con il triptofano orienta allosteri- 
camente le due «teste che leggono il DNA», motivi 
elica-curva-elica simmetricamente correlati, del re- 
pressore trp in modo che si possano legare simulta- 
neamente a trpO (Fig. 29.28; vedi anche la Fig. 29.23). 
Il triptofano legato, inoltre, forma un legame idroge- 
no con un gruppo fosfato del DNA, rafforzando così 
l'associazione repressore-operatore. Il triptofano fun- 
ziona quindi come un corepressore; la sua presen- 
za impedisce quella che a quel punto è una biosinte- 
si superflua di triptofano. Il repressore trp controlla 
anche la sintesi di almeno altri due operoni: l’opero- 
ne trpR e l’operone aroH (che codifica uno dei tre 
isozimi che catalizzano la reazione iniziale di biosin- 
tesi degli amminoacidi aromatici: paragrafo 24.5B). 


il complesso repressore trp-operatore analizzato 
a più alta risoluzione 


t356]I dettagli stereochimici del complesso repres- 
sore trp-operatore sono stati affinati in modo sostan- 
ziale grazie all'estensione della risoluzione della sua 
struttura ai raggi X da 2,4 À a 1,9 À. Il miglioramen- 
to più significativo del modello strutturale è costitui 
tn dalla visualizzazione delle molecole d’acqua. Tre 


molecole d’acqua che si trovano nella scanalatura 
principale del DNA formano legami idrogeno sia con 
la proteina sia con quelle basi la cui identità è impor- 
tante ai fini della specificià di legame del repressore. 
Due di queste molecole d’acqua, dato che instaurano 
legami simili con la proteina anche dn assenza di 
DNA, dovrebbero essere considerate come estensio- 
ni non covalenti della superficie interattiva della pro- 
teina. Associazioni simili, specifiche e determinate 
da legami idrogeno mediati dall’acqua, sono state os- 
servate in altre strutture macromolecolari. 


Anche la biosintesi del triptofano è regolata 
tramite l’attenuazione 


[1357] In un primo momento si è ritenuto che il siste- 
ma repressore trp-operatore fosse interamente re- 
sponsabile della regolazione della biosintesi del trip- 
tofano in E. coli. La scoperta, però, di mutanti trp 
con delezioni situate a valle di trpO in cui l’espres- 
sione dell’operone trp risulta aumentata di sei volte 
suggeriscono l’esistenza di un ulteriore elemento di 
controllo della trascrizione. Analisi di sequenza ban- 
no stabilito che trp£, il principale gene strutturale 
dell’operone trp, è preceduto da una sequenza lea- 
der (trpL) di 162 nucleotidi. Analisi genetiche hanno 
indicato che il nuovo elemento di controllo si trova 
all’interno di trpL, da — 30 a 60 nucleotidi a monte 
di trpE (Fig. 29.26). 

Quando c’è poco triptofano viene sintetizzato l’in- 
tero mRNA policistronico trn di A 720 nucleotidi, com- 
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presa la sequenza trpL. Con l'aumento della concen- 
trazione del triptofano la velocità di trascrizione di 
trp diminuisce come risultato della conseguente 
maggiore abbondanza del complesso repressore trp- 
operatore. Una proporzione sempre maggiore, però, 
dell’mRNA trp che viene trascritto consiste di un seg- 
mento di soli 140 nucleotidi corrispondente all’estre- 
mità 5’ di trpL. La disponibilità di triptofano deter- 
mina quindi la terminazione prematura della trascri- 
zione dell’operone trp. L'elemento di controllo respon- 
sabile di questo effetto è definito un attenuatore. 


L’elemento terminatore della trascrizione 
dell’attenuatore trp è mascherato quando c’è 
poco triptofano 


Qual è il meccanismo dell’attenuazione? Il tra- 


Figura 29.29 Le strutture secondarie alternative dell'mRNA di trpL. 
La formazione della struttura a forcina 2 - 3 (antiterminatore) (a destra) 
preclude la formazione delle strutture a forcina 1-2 e 3 - 4 (termina- 
tore) (a sinistra) e viceversa. L'attenuazione è il risultato della termina- 
zione prematura della trascrizione immediatamente dopo il nucleoti- 
de 140 quando è presente la forcina 3 - 4. La freccia indica il sito 
deli'mRNA oltre il quale fa RNA polimerasi fa una pausa fino a che 
è raggiunta da un ribosoma attivo. (Fonte: FisHER, R. F. e YANOFSKY, 
C., Proc. Natl. Acad. Sci., 258, p. 8147, 1983.) 
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scritto attenuatore contiene quattro segmenti comple- 
mentari che possono formare uno tra due gruppi di 
strutture a forcina mutuamente esclusivi (Fig. 29.29). 
I segmenti 3 e 4 assieme ai residui successivi com- 
prendono un normale terminatore della trascrizione 
(paragrafo 29.2E): una sequenza ricca di G+C che 
può formare una struttura a forcina autocomplemen- 
tare seguita da una successione di parecchie U (con- 
frontatela con la Fig. 29.14). Raramente la trascrizio- 
ne procede oltre questo sito di terminazione a meno 
che non ci sia scarsità di triptofano. 

Una sezione della sequenza leader, che comprende 
il segmento 1 dell’attenuatore, viene tradotta forman- 
do un polipeptide di 14 residui che contiene due re- 
sidui Trp consecutivi (Fig. 29.29, a sinistra). La posi 
zione di questo segmento dipeptidico particolarmen- 
te raro (nelle proteine di E. coli solo — 1% dei residui 
sono Trp) fornisce un indizio importante sul mecca- 
nismo dell’attenuazione. Un ulteriore aspetto essen- 
ziale di questo meccanismo è che i ribosomi iniziano 
la traduzione di un mRNA procariotico appena dopo 
che ne è stata sintetizzata l’estremità 5’. 

Le suddette considerazioni hanno condotto Yanof- 
sky a proporre il seguente modello per l’attenuazio- 
ne (Fig. 29.30). Una RNA polimerasi sfuggita alla re- 
pressione inizia la trascrizione dell’opero:.e trp. Su- 
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Figura 29.30 L’attenuazione nell’operone trp. (a) Quando è abbon- 
dante il triptofanil-tRNA"P il ribosoma traduce I'mRNA trpL. La pre- 
senza del ribosoma sul segmento 2 impedisce la formazione della 
struttura a forcina 2 - 3. La struttura a forcina 3 - 4, un componente 
essenziale del terminatore della trascrizione, può quindi formarsi in- 
terrompendo la trascrizione. (b) Quando il triptofanil-tRNATP scar- 


bito dopo la trascrizione del sito d’inizio"della tradu- 
zione del gene trpL, un ribosoma si attacca ad esso 
e inizia a tradurre il peptide leader. Quando c’è ab- 
bondanza di triptofano, e quindi un’abbondante for- 
nitura di triptofaniltRNA"P (’PRNA di trasferimen- 
to specifico per Trp con attaccato un residuo Trp; 
paragrafo 30.2C), il ribosoma segue da vicino la RNA 
polimerasi che sta trascrivendo in modo da bloccare 
stericamente la formazione della forcina 2 - 3. La RNA 
polimerasi, infatti, fa una sosta dopo la posizione 92 
del trascritto e continua la trascrizione solo all’avvi- 
cinarsi di un ribosoma, assicurando quindi la vici- 
nanza di queste due entità in corrispondenza di que- 
sta posizione critica. Il fatto che non si formi la forci- 
na 2-3 permette la formazione della forcina 3 - 4, il 
sito di sosta del terminatore della trascrizione, che 
determina la terminazione della trascrizione (Fig. 
29.300). Quando il triptofano è scarso, però, il riboso- 
ma si blocca in corrispondenza dei codoni UGG in 
tandem (i tre nucleotidi che in sequenza spcificano 
Trp; paragrafo 30.1E) per la mancanza di triptofanil- 
tRNA®P. Col procedere della trascrizione, i segmenti 
2 e 3 di nuova sintesi formano una forcina poiché 
il ribosoma bloccato impedisce la formazione, altri- 
menti competitiva, della forcina 1 - 2 (Fig. 29.30b). La 
formazione del terminatore di trascrizione costituito 


DNA che codifica 
l'operone trp 


seggia, il ribosoma sosta in corrispondenza dei codoni Trp in tandem 
del segmento 1. Questa situazione permette la formazione della forci- 
na 2-3 che, a sua volta, preclude la formazione della forcina 3 - 4. 
La RNA polimerasi trascrive quindi passando attraverso questo termi- 
natore non formato e continua la trascrizione dell’operone trp. 


dalla forcina 3 - 4 è quindi impedita per il tempo che 
basta alla RNA polimerasi per passare oltre essa e 
conseguentemente trascrivere il resto dell’operone 
trp. La cellula è quindi fornita di un meccanismo re- 
golatorio che è sensibile al livello di triptofanil 
tRNAUP che, a sua volta, dipende tanto dalla veloci- 
tà della sintesi proteica quanto dalla disponibilità di 
triptofano. 

Ci sono considerevoli evidenze a sostegno del pre- 
detto modello per l’attenuazione. Il trascritto di trpL 
è resistente alla digestione limitata con RNasi T1, il 
che suggerisce che esso abbia un’ampia struttura se- 
condaria. Il significato dei codoni Trp in tandem nel 
trascritto di trpL è corroborato dalla loro presenza 
nelle regioni leader di trp di parecchie altre specie 
batteriche. Inoltre, i peptidi leader degli altri cinque 
operoni, coinvolti nella biosintesi di amminoacidi, noti 
per essere regolati tramite attenuazione (la maggior 
parte esclusivamente regolati in questo modo) sono 
tutti ricchi nei loro residui amminoacidici corrispon- 
denti (Tabella 29.1). Per esempio, l’operone his di 
E. coli, che codifica gli enzimi che sintetizzano l’isti- 
dina, ha sette residui His in tandem nel suo peptide 
leader; analogamente, l’operone ilv, che codifica gli 
enzimi che partecipano alla biosintesi di isoleucina, 
leucina e valina, ha cinque Ile, tre Leu e sei Val nel 
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Tabella 29.1 Sequenze amminoacidiche di alcuni peptidi /eader in operoni soggetti ad attenuazione 


Operone Sequenza amminoacidica* 
-—_—___—_______—_——y——_—€_+€_ _cc—_"7"]Freeeeeir- 
trp Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-G ky-TRP-TRP-Arg-Thr-Ser 
pheA Met-Lys-His-Ile-Pro-PHE-PHE-PHE-Ala-PHE-PHE-PH E-Thr-PHE-Pro 
his Met-Thr-Arg-Val-GIn-Phe-Lys-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS-HIS-Pro-Asp 
leu Met-Ser-His-Ile-Val-Arg-Phe-Thr-Gly-LEU-LEU-LEU-LEU-Asn-Ala-Phe-l le-val-Arg-Gly-Arg-Pro-Val-Gly-Gly-Ile-GIn- 

His 

thr Met-Lys-Arg-ILE-Ser-THR-THR-ILE-THR-THR-THR-ILE-TH R-ILE-THR-THR-GIn-Asn-Gly-Ala-Gly 

ilv Met-Thr-Ala-LEU-LEU-Arg-VAL-ILE-Ser-LEU-VAL-VALI LE-Ser-VAL-VAL-VAL-ILE-ILE-ILE-Pro-Pro-Cys-Gly-Ala-Ala- 


Leu-Gly-Arg-Gly-Lys-Ala 


* | residui in lettere maiuscole sono sintetizzati nella via metabolica catalizzata dai prodotti genici dell'operone. 


Fonte: Yanorsky, C., Nature, 289, p. 753, 1981. 


suo peptide leader. Infine, i trascritti leader di questi 
operoni assomigliano a quelli dell’operone trp nella 
loro capacità di formare due strutture secondarie al- 
ternative, di cui una contiene una struttura di termi- 
nazione. 


F. La regolazione della sintesi di RNA 
ribosomiale: la risposta stringente 


Le cellule di E. coli che crescono in condizioni 
ottimali si dividono ogni 20 min. Queste cellule con- 
tengono quasi 10 000 ribosomi. L’RNA polimerasi pe- 
rò non può iniziare la trascrizione di un gene del- 
YPRNA più velocemente di una volta al secondo. Se 
il genoma di E. coli contenesse solo una copia di cia- 
scuno dei tre tipi di geni dell’rRNA (quelli codifican- 
ti i cosiddetti rRNA 23S, 165 e 5S; paragrafo 30.3A), 
non ci potrebbero essere più di — 1200 ribosomi/cel- 
lula. Invece, il cromosoma di E. coli contiene sette ope- 
roni dell’rRNA in localizzazioni separate, dei quali 
tutti contengono una copia quasi identica di ciascun 
tipo di gene dell’rRNA, rendendo così conto del rit- 
mo di sintesi dell'’rRNA osservato. 

Le cellule hanno la notevole capacità di coordinare 
la velocità a cui vengono sintetizzate le loro migliaia 
di componenti. Gli E. coli, per esempio, regolano il 
proprio contenuto di ribosomi in modo da adattarlo 
alla velocità con cui sintetizzano le proteine nelle con- 
dizioni di crescita che prevalgono al momento. La 
velocità di sintesi dell’rRNA è quindi proporzionale 
alla velocità della sintesi proteica. Un meccanismo 
con cui questo avviene è noto come la risposta strin- 
gente: una carenza di una qualunque specie di tRNA 
carichi (di solito il risultato di condizioni «stringenti» 
o di scarsa crescita) che limiti la velocità della sintesi 


proteica stimola un radicale riaggiustamento meta- 
bolico. Uno degli aspetti principali di questo cambia- 
mento è una brusca riduzione di 10-20 volte nella 
velocità di sintesi di rRNA e tRNA. Questo controllo 
stringente, inoltre, deprime numerosi processi me- 
tabolici (compresa la replicazione del DNA e la bio- 
sintesi di carboidrati, lipidi, nucleotidi, proteoglicani 
e intermedi glicolitici) mentre ne stimola altri (quali 
la biosintesi di amminoacidi). La cellula è quindi pron- 


- ta ad affrontare la deprivazione di nutrienti. 


ppGpp media la risposta stringente 


1360) La risposta stringente è correlata con il rapido 
accumulo intracellulare dell’insolito nucleotide ppGpp 
e il suo rapido decadimento quando gli amminoacidi 
ritornano ad essere disponibili. L'osservazione che 
mutanti, designati relA-, che non presentano la ri- 
sposta stringente (controllo rilassato) non hanno 
ppGpp suggerisce che questa sostanza medi la rispo- 
sta stringente. Quest’idea è stata avvallata da studi 
in vitro che dimostrano, per esempio, che ppGpp ini- 
bisce la trascrizione dei geni per rRNA ma stimola 
la trascrizione degli operoni trp e lac, come fa in 
vivo la risposta stringente. Sembra quindi che ppGpp 


agisca alterando in qualche modo la specificità della » 


RNA polimerasi per il promotore in operoni control- 
lati dalla risposta stringente, un’ipotesi sostenuta dal- 
l'isolamento di mutanti della RNA polimerasi che mo- 
strano una ridotta risposta a ppGpp. Esperimenti fat- 
ti con estratti di E. coli hanno dimostrato che la pro- 
teina codificata dal gene nativo relA, chiamata fatto- 
re stringente, catalizza la reazione 


ATP+GDP == AMP + ppGpp 


1361) 


La trascrizione 1003 


© 88-08-10538-5 


Il fattore stringente è attivo solo in associazione con 
un ribosoma che sia attivamente impegnato nella tra- 
duzione. La sintesi di ppGpp si verifica alla velocità 
massima quando un ribosoma lega il tRNA corrispon- 
dente all’mRNA ma scarico (privo dell’amminoaci- 
do). Il legame di un tRNA specificato e carico riduce 
enormemente la velocità di sintesi di ppGpp. Appa- 
rentemente il ribosoma segnala la carenza di un am- 
minoacido stimolando la sintesi di ppGpp che, agen- 
do come un messaggero intracellulare, influenza la 
velocità a cui viene trascritta una grande varietà di 
operoni. 

La degradazione di ppGpp è catalizzata dal prodot- 
to del gene spoT. I mutanti spoT” mostrano un nor- 
male aumento dei livelli di ppGpp in seguito a ca- 
renza di amminoacidi ma un ritorno di ppGpp ai 
livelli basali lento in modo anormale quando gli am- 
minoacidi ritornano a disposizione. I mutanti spoT” 
quindi mostrano un recupero lento dalla risposta 
stringente. Il livello di ppGpp è apparentemente rego- 
lato dall’attività del fattore stringente e del prodotto 
del gene spoT che si controbilanciano. 


4. LE MODIFICAZIONI DELL’RNA 
DOPO LA TRASCRIZIONE 


E361]1 prodotti immediati della trascrizione, i tra- 
scritti primari, non sono necessariamente entità fun- 
zionali. Per acquisire attività biologica molti di essi 
devono essere alterati specificamente in parecchi mo- 
di: (1) mediante la rimozione eso- ed endonucleoliti- 
ca di segmenti polinucleotidici; (2) mediante l’attacco 
di sequenze nucleotidiche alle loro estremità 3’ e 5‘ 
e (3) mediante la modificazione di nucleosidi specifi- 
ci. Le tre maggiori classi di RNA, mRNA, rRNA e 
tRNA, vengono modificate in modi diversi nei pro- 
carioti e negli eucarioti. In questo paragrafo descrivè- 
remo questi processi di modificazione postrascri- 
zionale. 


A. | processi di modificazione 
dell'RNA messaggero 


Nei procarioti la maggior parte dei trascritti pri- 
mari di mRNA è pronta per la traduzione senza ul- 
teriori modificazioni. Come abbiamo visto, infatti, i 
ribosomi nei procarioti di solito iniziano la traduzio- 
ne sull’mRNA nascente. Negli eucarioti, però, gli 
MRNA vengono sintetizzati nel nucleo della cellula 
mentre la traduzione avviene nel citoplasma. I tra- 


scritti di mRNA degli eucarioti possono quindi esse- 
re sottoposti ad estese modificazioni postrascriziona- 
li mentre sono ancora nel nucleo. 


Gli mRNA degli eucarioti sono dotati di cap 


Gli mRNA degli eucarioti hanno una peculiare 
struttura cap attaccata enzimaticamente consisten- 
te di un residuo di 7-metilguanosina unito al nucleo- 
side iniziale (5') del trascritto tramite un ponte 5’ 
- 5’ trifosfato (Fig. 29.31). Il cap, che una guanilil 
transferasi specifica aggiunge al trascritto in crescita 
prima che sia lungo >20 nucleotidi, definisce il sito 
di inizio della traduzione negli eucarioti (paragrafo 
30.3C). Un cap può essere O (2‘)-metilato in corri- 
spondenza del nucleoside di testa del trascritto (cap-1, 
il cap predominante negli organismi multicellulari), 


7-metil G 


H pa Puo pascere 


vo motibiata 


Figura 29.31 La struttura del cap al 5’ degli mRNA degli eucarioti. 
Esso è chiamato cap-0, cap-1 o cap-2 rispettivamente se non ha ulte- 
riori modificazioni, se il nucleoside leader del trascritto è 0(2°)-metilato, 
o se i primi due nucleosidi sono O(2°)-metilati. 
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in corrispondenza dei primi due nucleosidi (cap-2), 
o in nessuna di queste posizioni (cap-0, il cap predo- 
minante negli eucarioti unicellulari). Se il primo nu- 
cleoside è una adenosina (di solito è una purina) può 
anche essere N°-metilato. 


Gli mRNA degli eucarioti hanno code di poli(A) 


Gli mRNA degli eucarioti, contrariamente a quel- 
li dei procarioti, sono invariabilmente monocistroni- 
ci. Le sequenze che segnalano la terminazione della 
trascrizione negli eucarioti non sono però state anco- 
ra identificate. Questo è principalmente dovuto al fat- 
to che il processo di terminazione è impreciso; i tra- 
scritti primari, cioè, di un dato gene strutturale han- 
no sequenze al 3’ eterogenee. Cionondimeno, gli 
mRNA maturi degli eucarioti hanno delle estremità 
3’ ben definite; quasi tutti hanno al 3’ code di po- 
li(A) di 100-200 nucleotidi. Le code di poli(A) sono at- 
taccate enzimaticamente ai trascritti primari median- 
te due reazioni: 


1. Un trascritto viene tagliato da 10 a 30 nucleotidi 
dopo una sequenza AAUAAA altamente conser- 
vata, la cui mutazione abolisce taglio e poliadeni- 
lazione, ed entro 50 nucleotidi prima di una se- 
quenza meno conservata ricca di U o di GU. 

2. La coda di poli(A) viene successivamente genera- 
ta dall’ATP grazie all’azione della poli(A) poli- 
merasi. 


La precisione della reazione di taglio ha apparente- 
mente eliminato la necessità di un’accurata termina- 
zione della trascrizione; per dirla in altre parole, tut- 
to è bene ciò che finisce bene. 

Studi in vitro indicano che la coda di poli(A) non 
è necessaria per la traduzione dell’mRNA. Anzi, le 
osservazioni che la coda di poli(A) di un mRNA si 
accorcia con l'invecchiamento del messaggero nel Ci- 
toplasma e che gli mRNA non adenilati hanno una 
vita citoplasmatica più breve suggerisce che le code 
di poli(A) abbiano un ruolo protettivo. I soli mRNA 
maturi, infatti, che generalmente sono privi delle co- 
de di poli(A), cioè quelli degli istoni (che, con poche 
eccezioni sono privi del segnale di taglio e poliadeni- 
lazione AAUAAA), hanno vite citoplasmatiche mi- 
nori di 30 minuti, mentre la maggior parte degli al- 
tri mRNA durano ore o giorni. 


Origine e funzione delle code di poli(A) 


Quasi tutti gli mRNA eucariotici finiscono con 
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una coda di poli(A) che va da 20 a 250 nucleotidi 
che, in vivo, viene aggiunta all’mRNA subito dopo 
che esso è stato tagliato in corrispondenza di un sito 
dai 15 ai 25 nucleotidi dopo la sequenza altamente 
conservata AAUAAA, che costituisce un segnale di 
taglio. La poli(A) polimerasi, che sintetizza le code 
di poli(A) a partire da ATP, viene attivata da un fat- 
tore di specificità in seguito al riconoscimento da 
parte di questa proteina della sequenza AUUAAA, 
riconoscimento che essa effettua quasi senza tolle- 
ranza per variazioni di sequenza. Una volta che la 
coda di poli(A) è cresciuta fino a — 10 residui, la se- 
quenza AUUAAA non è più necessaria per l’ulterio- 
re allungamento della catena. Questo suggerisce che 
il fattore di specificità si disimpegni dal suo sito di 
riconoscimento in un modo che ricorda il rilascio del 
fattore o dal sito d’inizio della trascrizione una volta 
che l’allungamento dell’mRNA procariotico sia av- 
viato (paragrafo 29.2C). Non è chiaro che cosa limiti 
la lunghezza delle code di poli(A) anche se non sem- 
bra probabile che sia una proprietà intrinseca della 
poli(A) polimerasi. Il macchinario di poliadenilazio- 
ne fa parte di un complesso di 500-1 000 kD che con- 
tiene anche per lo meno tre altre proteine necessarie 
al taglio dell'mRNA. 

Un gran numero di evidenze suggerisce che le co- 
de di poli(A) proteggano gli mRNA eucariotici dalla 
degradazione nel citoplasma. Le code di poli(A) nel 
citoplasma vengono raccolte in complessi in modo 
specifico ad opera della proteina che lega poli(A) 
(PABP) che organizza gli mRNA in ribonucleopro- 
teine simili a nucleosomi. Si ritiene che PABP pro- 
tegga l’mRNA dalla degradazione com'è suggerito, 
per esempio, dall’osservazione che l’aggiunta di PABP 
ad un estratto cellulare contenente mRNA e nucleasi 
che degradano l’mRNA riduce enormemente la ve- 
locità con cui vengono degradati gli mRNA e la velo- 
cità con cui ne vengono accorciate le code di poli(A). 


I geni degli eucarioti consistono di un’alternanza 
di sequenze espresse e sequenze non espresse 


La differenza più rilevante tra i geni strutturali 
degli eucarioti e quelli dei procarioti è che le sequenze 
codificanti della maggior parte dei geni degli eucarioti 
sono inframmezzate da regioni non espresse. 1 primi 
studi sulla trascrizione dei geni strutturali degli euca- 
rioti trovarono, abbastanza sorprendentemente, che i 
trascritti primari hanno una lunghezza eterogenea (da 
— 2.000 a ben oltre 20 000 nucleotidi) e sono molto più 
grandi di quanto ci si aspetterebbe dalle dimensioni 
note delle proteine degli eucarioti. Esperimenti di mar- 
catura rapida hanno dimostrato che ben poco di que- 


ir 
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Figura 29.33 La sequenza di passaggi nella produzione di mRNA euca- 
riotico maturo come è stata dimostrata per il gene dell’ovalbumina. Do- 
po la trascrizione il trascritto primario viene fornito di cap e poliadenila- 
to. Gli introni vengono quindi escissi e gli esoni uniti assieme per forma- 
re l'mRNA maturo. 


Introne 
Esone 


Gene dell'ovalbumina, 7 700 bp 


< Figura 29.32 Fotografia al microscopio elettronico ed il suo disegno in- 


terpretativo di un ibrido tra il filamento codificante il gene dell'ovalbumi- 
na di pollo (ottenuto mediante tecniche di clonaggio molecolare; para- 
grafo 31.5) e I'mRNA ad esso corrispondente. | segmenti complementari 
del DNA (linea viola nel disegno) e dell'mRNA (linea rossa) si sono 
associati rivelando le posizioni degli esoni (L, 1-7). I segmenti che si 
estroflettono sotto forma di anse (I-VII), che non hanno sequenze com- 
plementari nell'mRNA, sono gli introni.(Fonte: CHAMBON, P., Sci. Am., 
244, 5, p. 61, 1981.) 


sto cosiddetto RNA nucleare eterogeneo (hnRNA) 
viene trasportato nel citoplasma; la maggior parte di 
esso subisce un rapido turnover nel nucleo. I cap al 
5’ e le code al 3’ dell’hnRNA, però, compaiono alla 
fine negli mRNA citoplasmatici. La spiegazione più di- 
retta di queste osservazioni, che cioè i pre-mRNA sia- 
no modificati attraverso l’escissione di sequenze inter- 
ne, sembrò così bizzarra che arrivò come una grossa 
sorpresa nel 1977 la dimostrazione indipendente da par- 
te di numerosi laboratori che questo è effetivamente 
ciò che si verifica. Le sequenze interposte (IVS o in- 
troni) non codificanti dei pre-mRNA, infatti, sono di 
solito molto più lunghe delle sequenze espresse (eso- 
ni) che le fiancheggiano. Questa situazione è illustrata 
graficamente nella Fig. 29.32, che è una fotografia al 
microscopio elettronico dell’mRNA di ovalbumina di 
pollo ibridizzato con il filamento codificante del gene 
dell’ovalbumina (l’ovalbumina è la maggiore compo- 
nente proteica dell’albume dell’uovo). La lunghezza de- 
gli introni nei geni dei vertebrati,va da —65 a più 
di 100 000 nucleotidi senza un’ovvià periodicità. Gli in- 
troni corrispondenti, infatti, dei geni di due specie di 
vertebrati possono variare abbondantemente sia in lun- 
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ghezza che in sequenza al punto da assomigliare mol- 
to poco l’uno all’altro. 

Ulteriori studi hanno stabilito che la formazione 
dell'mRNA negli eucarioti inizia con la trascrizione di 
un intero gene strutturale, compresi i suoi introni, che 
genera il pre-mRNA (Fig. 29.33). Quindi, a seguire ri- 
spetto all’attacco del cap e forse alla poliadenilazione, 
gli introni vengono escissi e gli esoni che li fiancheg- 
giano vengono uniti, con un processo chiamato spli- 
cing, dando origine all’'mRNA maturo. L'aspetto più 
peculiare dello splicing è la sua precisione; se venissero 
escisse delle basi di troppo o delle basi di meno, l'mRNA 
risultante non potrebbe essere tradotto in modo appro- 
priato (paragrafo 30.1B). Inoltre, gli esoni non vengono 


Sito di 
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mai spostati; il loro ordine nell’'mRNA maturo è esat- 
tamente lo stesso di quello nel gene da cui esso deriva. 
Nei paragrafi seguenti discuteremo il meccanismo di 
questo notevole processo di splicing. 


Gli esoni vengono uniti 
con una reazione a due stadi 


Il confronto tra le sequenze delle giunzioni esoni- 
introni di un gruppo diversificato di eucarioti indica 
che esse hanno un alto grado di omologia (Fig. 29.34), 
che comprende, come hanno dimostrato per primi Ri- 
chard Breathnach e Pierre Chambon, una sequenza GU 


Sito di 
splicing al 3° 


-+— Esone -|-———_ introne — — —_—__—_——» | Esone> 


Figura 29.34 La sequenza consenso alle giunzioni esone-introne dei pre- 
mRNA eucariotici. | numeri in pedice indicano la percentuale di pre- 
mRNA in cui si ritrovano basi specifiche. Notate che il sito di splicing 


al 3’ è preceduto da un tratto di 11 nucleotidi a prevalenza pirimidinica. 
(Basato su dati tratti da PaDGETT, R. A., GRABOWSKI, P. }., KONARSKA, M. 
M, Seiter, S. S. e SHARP, P. A., Annu. Rev. Biochem., 55, p. 1123, 1986.) 


Figura 29.35 La sequenza di reazioni di tran- 


Esone 1 _——— Introne — | Esone 2 sesterificazione che unisce gli esoni dei pre- 


pre-mRNA 5' pCpUpRpApYp 
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mRNA degli eucarioti (gli esoni e gli introni 
sono disegnati rispettivamente in nero e ros- 
mg _ so;ReY rappresentano rispettivamente resi- 
#43" duidi purine e pirimidine): (1) Il gruppo 2-OH 

di un residuo A di un introne specifico si at- 
Î tacca con legame nucleofilico al fosfato 5' in 
corrispondenza del limite 5° dell'introne dan- 
do origine a un insolito legame 2°,5‘-fosfo- 
diestere e formando così una struttura a cap- 
pio. (2) Il gruppo 3-OH così liberato forma 
un legame 3/,5'-fosfodiestere con il residuo 
5’ terminale dell’esone al 3’, unendo così in- 
sieme i due esoni e liberando l’introne nella 
sua forma a cappio. 


Sito di 
splicing al 3' 


Esone 2 


Sito di giunzione 


Esone i | Esone 2 


Esoni uniti 


invariante al limite 5° dell’introne e una AG invariante 
al suo limite 3'. Queste sequenze sono necessarie e suf- 
ficienti per definire una giunzione di splicing: mutazio- 
ni che alterinc le sequenze interferiscono con lo spli- 
cing, mentre mutazioni che trasformino una sequenza 
non di giunzione in una sequenza di consenso possono 
generare una nuova giunzione di splicing. 

Gli studi del sistema di splicing effettuati sia con estrat- 
ti cellulari che in vivo da Argiris Efstradiadis, Michael 
Rosbash, Phillip Sharp e Tom Maniatis hanno stabilito 
che l’escissione degli introni avviene in due reazioni 
(Fig. 29.35): 


1. La formazione di un legame fosfodiestere 2‘-5’ tra 
un residuo di adenosina di un introne e il suo grup- 
po fosfato 5’ terminale, con il concomitante rilascio 
dell’esone al 5‘. L’introne assume quindi una strut- 
tura a cappio. Il residuo di adenosina in corrispon- 
denza della ramificazione del cappio è stato identi- 
ficato come la A nella sequenza CURAY (dove R 
rappresenta le purine (A o G) e Y rappresenta le 
pirimidine (C o U)), che è altamente conservata ne- 
gli mRNA dei vertebrati ed è localizzata tipicamente 
da 20 a 50 residui a monte del sito di splicing al 
3’ (il lievito ha una sequenza UACUA.AC simile che 
si trova — 50 residui a monte di tutti i suoi siti di 
splicing al 3’). Delle mutazioni che cambino questo 
residuo A in corrispondenza del punto di ramifica- 
zione aboliscono lo splicing in quel punto. 

2. Il gruppo 3‘-OH ora libero dell’esone al 5’ forma 
un legame fosfodiestere con il fosfato 5’-terminale 
dell’esone al 3’, generando il prodotto dello splicing. 
L’introne viene quindi eliminato nella sua forma 
a cappio e, in vivo, viene degradato rapidamente. 
Delle mutazioni che alterino la sequenza conserva- 
ta AG alla giunzione di splicing al 3’ bloccano que- 
sto secondo passaggio anche se non interferiscono 
con la formazione del cappio. 


Notate che il processo di splicing procede senza inter- 
vento di energia libera; le sue reazioni di transfosfori- 
lazione conservano l’energia libera di ciascun legame 
fosfodiestere tagliato attraverso la concomitante forma- 
zione di un nuovo legame. 


Lo splicing è mediato dalle snRNP 


Come vengono riconosciute le giunzioni di spli- 
cing e come vengono uniti i due esoni nel processo 
di splicing? Parte della risposta a questa domanda è 
stata data da Joan Steitz basandosi sull’assunzione che 
un acido nucleico viene riconosciuto nel migliore dei 
modi da un altro acido nucleico. Il nucleo degli euca- 
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Figura 29.36 Fotografia al microscopio elettronico di spliceosomi in azione. 
Gli spliceosomi sono le grosse sfere sui pre-mRNA che si dipartono so- 
pra e sotto il DNA orizzontale. (Fonte: Stemz, ]. A., Sci. Am., 258, 6, 
p. 59, 1988. Fotografia al microscopio elettronico di Yvonne N. Osheim.) 


rioti, come si sa dagli anni °60, contiene numerose co- 
pie di parecchi RNA lunghi da 60 a 300 nucleotidi, 
altamente conservati, chiamati piccoli RNA nucleari 
(snRNA), che formano complessi proteici chiamati pic- 
cole ribonucleoproteine nucleari (snRNP, pronun- 
ciato «snurps»). Steitz ha notato che l’estremità 5’ di 
uno di questi snRNA, l’U1-snRNA (così chiamato per- 
ché è un membro di una sottofamiglia di snRNA ricca 
di U) è parzialmente complementare alla sequenza con- 
senso al 5’ delle giunzioni di splicing dell'mRNA. La 
conseguente ipotesi, che U1-snRNP riconosca la giun- 
zione di splicing al 3', è stata corroborata dalle osser- 
vazioni che lo splicing è inibito dalla distruzione selet- 
tiva delle sequenze U1-snRNP che sono complementa- 
ri alla giunzione di splicing al 5’ e dalla presenza di 
anticorpi anti U1-snRNP (prodotti da pazienti affetti da 
lupus eritematoso sistemico, una malattia autoim- 
mune spesso fatale). Studi analoghi hanno implicato 
U2-snRNP nel riconoscimento della regione dell’in- 
trone che dà origine al sito di ramificazione del cappio 
e U5-snRNP nel riconoscimento della giunzione di spli- 
cing al 3°. 
Complessivamente — 65 nucleotidi del pre-mRNA par- 
tecipano a questo processo di riconoscimento, il che 
rende conto del fatto che gli introni sono lunghi alme- 
no 65 nucleotidi. i 

Lo splicing ha luogo in una particella di 50-60S anco- 
ra poco caratterizzata chiamata spliceosoma (Fig. 
29.36). Lo spliceosoma mette insieme un pre-mRNA, 
i suddetti snRNP, U4-U6-snRNP (in cui U4 e UG 
snRNA si associano per appaiamento di basi e che si 
legano agli altri snRNP invece che direttamente al pre- 
mRNA) e un certo numero di proteine leganti il pre- 
MRNA (U4-U6-snRNP è stata anche implicata nella rea- 
zione di poliadenilazione precedentemente descritta). 
Notate che lo spliceosoma è una particella grossa; la 
subunità grande del ribosoma di E. coli che ha dimen- 
sioni analoghe consiste di 3004 nucleotidi e 31 poli- 
peptidi e ha una massa di 1,6 milioni di dalton (para- 
grafo 30.3A). Il significato biochimico dello splicing è 


* discusso nel paragrafo 33.2F. 
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La struttura cristallina di un motivo che lega 
PRNA di una proteina della U1-snRNP 


Molte proteine che riconoscono RNA specifici con- 
tengono sequenze omologhe di 80 residui chiamate mo- 
tivi di riconoscimento dell’RNA (RRM). Le protei- 
ne contenenti RRM includono PABP (che contiene quat- 
tro RRM), il fattore o (paragrafo 29.2E), il fattore di 
traduzione eIF-4B (che partecipa al riconoscimento dei 
siti d’inizio della traduzione sugli mRNA eucariotici; 
paragrafo 30.3C), e la proteina componente U1 e 
U2-snRNP. L’analisi mediante cristallografia ai raggi X 
indica che un RRM della proteina A della U1-snRNP 
consiste prevalentemente di un foglietto 8 a quattro 
segmenti antiparalleli con due a-eliche compresse con- 
tro una faccia del foglietto. Due segmenti altamente 
conservati, uno di 6 residui ed uno di 8 residui, giac- 
ciono fianco a fianco nel mezzo di due segmenti £. 
La proteina contiene un gran numero di residui Lys 
e Arg, come le altre proteine che legano il DNA. Più 
delia metà di questi residui basici sono localizzati sulle 
anse ad un’estremità del foglietto 8 e molti di essi ri- 
sultano importanti per il legame di U1-RNP, come in- 
dicano gli studi mediante mutazioni. Queste osserva- 
zioni suggeriscono che l’RNA si leghi a queste anse 
e al foglietto 6. 


L’MRNA è metilato in corrispondenza 
di certi residui adenilati 


[1370] Durante o poco dopo la sintesi dei pre-mRNA 
dei vertebrati, circa lo 0,1% dei loro residui A sono 
metilati in corrispondenza di N(6). Queste m°A ten- 
dono ad essere presenti nella sequenza RRmSACX, do- 
ve X è raramente G. Anche se il significato funzionale 
di queste A metilate non è noto, bisogna notare che 
una grossa parte di esse sono componenti dei corri- 
spondenti mRNA maturi. 


La «redazione» dell’RNA (RNA editing) 


Si è scoperto che certi mRNA derivati da svariati 
organismi eucariotici sono diversi dai geni ad essi cor- 
rispondenti in vari e inaspettati modi comprese modi- 
ficazioni C—* U e U —> C, inserzioni o delezioni 
di residui U e l’inserzione di residui multipli G o C. 
Nell'esempio più eclatante di questo fenomeno, che si 
riscontra nei protozoi cinetoplastidi (tripanosomi), al- 
cuni mRNA vengono modificati così profondamente 
da non ibridizzare con il gene ad essi corrispondente. 
Il processo tramite il quale un trascritto viene modifi- 
cato in questo modo è denominato «redazione» 
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dell’RNA (RNA editing) dato che all’inizio sembra- 
va che le reazioni enzimatiche necessarie avvenissero 
senza la direzione di uno stampo di acido nucleico e 
violassero quindi il dogma centrale della biologia mo- 
lecolare (che sancisce che la direzione del flusso del- 
l'informazione genetica va dagli acidi nucleici alle pro- 
teine e mai viceversa; Fig. 29.1). Di recente, però, è 
stata identificata una nuova classe di trascritti mito- 
condriali nei cinetoplastidi chiamati RNA guida 
(GRNA). I SRNA, che vanno dai 60 agli 80 nucleotidi, 
hanno code di oligo(U) al 3’, un segmento interno che 
è complementare in modo esatto alla porzione «redat- 
ta» dell’'mRNA purché si considerino complementari 
le coppie G - U, e una corta sequenza chiamata «anco- 
ra» prossima all’estremità 5’ che è ampiamente com- 
plementare secondo lo schema di Watson e Crick a 
un segmento dell’mRNA che non viene «redatto». 
Un trascritto non redatto si associa presumibilmente 
con il gRNA corrispondente tramite la sua sequenza 
ancora e, con un processo mediato dagli enzimi appro- 
priati, il segmento interno del gRNA viene usato come 
stampo per «correggere» il trascritto, dando origine 
quindi all’'mRNA «redatto». 

L’informazione genetica, quindi, che specifica un 
MRNA «redatto» deriva per lo meno da due geni di- 
versi. Rimane da determinare quale sia il vantaggio 
funzionale di questo complicato processo sia ai giorni 
nostri che più probabilmente in qualche organismo an- 


x cestrale. 


B. | processi di modificazione 
dell'RNA ribosomiale 


[1372]1 sette operoni dell’rRNA di E. coli contengono 
tutti una copia (quasi identica) di ciascuno dei tre tipi 
di geni dell’rRNA (paragrafo 29.3F). I loro trascritti pri- 
mari policistronici, che sono lunghi >5 500 nucleotidi, 
contengono rRNA 16S alle loro estremità 5‘ seguito 
dai trascritti di: 1 0 2 tRNA, rRNA 235, rRNA 55 €, 
in alcuni operoni di rRNA, ancora 1 0 2 tRNA all’e- 
stremità 3’ (Fig. 29.37). Le varie fasi della modificazio- 
ne di questi trascritti primari in rRNA maturi (Fig. 
29.37) sono state chiarite con l’ausilio di mutanti caren- 
ti in uno o più degli enzimi coinvolti nel processo di 
modificazione. 

La fase iniziale del processo di modificazione, che 
genera prodotti noti come pre-rRNA, inizia già du- 
rante la sintesi del trascritto primario. Essa consiste di 
tagli endonucleolitici specifici da parte di RNasi II, 
RNasi P, RNasi E e RNasi F in corrispondenza dei 
siti indicati nella Fig. 29.37. La sequenza di basi del 
trascritto primario suggerisce che esistano parecchie 
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Figura 29.37 Il processo di modificazione postrascrizionale dell'rRNA 
in E. coli. La mappa di trascrizione è mostrata approssimativamente in 
scala. Le frecce indicano le posizioni dei vari tagli nucleolitici e le nu- 
cleasi che li determinano. (Fonte: APiRoN, D., GHORA, B. K., PLANTZ, G., 
Misra, T. K. e GegeNHEIMER, P., in SéLL, D., ABELSON, J. N. e SCHIMMEL, 
P. R., (curatori), Transfer RNA: Biological Aspects, p. 148, Cold Spring 
Harbor Laboratory, 1980.) 


Figura 29.38 La struttura secondaria a stelo e ansa gigante proposta per 
la regione 23S del trascritto primario dell’rRNA in £. coli. Sono indicati 
i siti di taglio della RNasi III. (Fonte: YounG, R. R., BRAM, R. }. e STEITZ, 
|. A., in SÉ, D., AseLson, ]. N. e ScHIMMEL, P. R., (curatori), Transfer 
RNA: Biological Aspects, p. 102, Cold Spring Harbor Laboratory, 1980.) 


strutture a stelo di basi appaiate. I tagli ad opera della 


RNasi II si verificano in uno stelo che consiste di se- 
quenze complementari che fiancheggiano le estremità 


Ri 


5’ e 3’ tanto del segmento 23S (Fig. 29.38) quanto del 
segmento 165. 

Presumibilmente certe caratteristiche di questi steli 
costituiscono il sito di riconoscimento della RNasi III. 

Le estremità 5’ e 3’ dei pre-mRNA sono limate in 
fasi secondarie del processo di modificazione (Fig. 29.37) 
per azione delle RNasi M16, M23 e MS che produco- 
no l’rRNA maturo. I tagli finali si verificano solo dopo 
che i pre-RNA si sono associati con proteine ribosomiali. 


Gli RNA ribosomiali sono metilati 


Durante l’assemblaggio dei ribosomi, gli rRNA 
16S e 23S sono metilati per un totale di 24 nucleosidi 
specifici. Le reazioni di metilazione, che utilizzano S- 
adenosilmetionina (paragrafo 24.3E) come donatore di 
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metili, generano residui di Né ,N6-dimetiladenina e di 
O?'-metilribosio. Si ritiene che i gruppi O? -metilici 
proteggano legami fosfodiestere adiacenti dalla degra- 
dazione ad opera di RNasi intracellulari (il meccani- 
smo idrolitico della RNasi richiede l’impiego del grup- 
po 2’-OH libero del ribosio per eliminare il sostituente 
sul gruppo 3‘-fosforilico mediante la formazione di un 
intermedio 2/,3‘-fosfato ciclico; paragrafo 28.1). La fun- 
zione della metilazione delle basi è però sconosciuta. 


Il processo di modificazione dell’rRNA 
degli eucarioti assomiglia a quello dei procarioti 


[1374] 1 genoma degli eucarioti presenta tipicamente 
parecchie centinaia di copie ripetute in tandem di geni 
dell’rRNA che sono contenute in piccoli corpi nucleari 
che si colorano in scuro noti come nucleoli (la sede 
di trascrizione, modificazione e assemblaggio della su- 
bunità ribosomiale; Fig. 1.5). Il trascritto primario di 
rRNA è un RNA 45S di 7 500 nucleotidi che contiene, 
iniziando dall’estremità 5’, gli rRNA 185, 5,8S e 285 
separati da sequenze spaziatrici (Fig. 29.39). Nel primo 
stadio del suo processo di modificazione, l’RNA 45$ 
viene metilato specificamente in corrispondenza di 
— 110 siti presenti soprattutto nelle sue sequenze di 
rRNA. Circa l'’80% di queste modificazioni generano 
residui di 0°'-metilribosio e il resto dà origine a basi 
metilate quali N°,N\*-dimetiladenina e 2-metilguanina. 
Il susseguente taglio e rimaneggiamento dell'RNA 455 
assomiglia superficialmente a quello degli rRNA dei 
procarioti. Infatti, negli eucarioti sono presenti degli 
enzimi che presentano attività tipo RNasi III e RNasi 
P. L’FRNA eucariotico 55 è modificato separatamente 
in un modo che richiama quello del tRNA (paragrafo 
29.40). 


455 RNA 


18S 5.,8S 28S 


Figura 29.39 L'organizzazione del trascritto primario 455 dell'RNA eu- 
cariotico. 


Figura 29.40 La sequenza di reazioni dell'auto-splicing del pre-rRNA 
di Tetrahymena: (1) Il gruppo 3‘-OH di una guanina si attacca al fosfato 
5 terminale dell’introne in modo da formare un legame fosfodiestere 
e liberare l’esone al 5°. (2) Il gruppo 3-OH appena generato dell’esone 
al 5’ si attacca al fosfato 5’ terminale dell’esone al 3' unendo così i 
due esoni e liberando l’introne. (3) Il gruppo 3°-OH dell'introne si attac- 
ca al fosfato del nucleotide che si trova a 15 residui dall'estremità 5' 
in modo da ciclizzare l’introne e rilasciare il suo frammento 5’ terminale. 
Durante tutto questo processo l'RNA mantiene una conformazione ripie- 
gata, con legami idrogeno interni, che permette l'escissione precisa del- 
l’introne. 
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Alcuni geni dell’rRNA degli eucarioti 
sono capaci di auto-splicing 


(1375) Solo pochi geni dell’rRNA degli eucarioti conten- 
gono introni. Ciò non di meno, lo studio di Thomas 
Cech su come sono sottoposti a splicing questi geni nel 
protozoo ciliato Tetrahymena thermophila ha portato 
a una sorprendente scoperta: l’RNA può funzionare co- 
me un enzima. Quando il pre-rRNA isolato di questo 
organismo viene incubato con guanosina o un nucleoti- 
de libero di guanina (GMP, GDP o GTP) ma in assenza 
di proteina, il suo singolo introne di 413 nucleotidi escin- 
de se stesso e unisce insieme le due regioni che lo fian- 
cheggiano; questo pre-rRNA, cioè, è capace di auto- 
splicing. La sequenza di reazioni in tre fasi di questo 
processo (Fig. 29.40) assomiglia a quella dello splicing 
dell’mRNA: 


1. Il gruppo 3’-OH della guanosina forma un legame 
fosfodiestere con l'estremità 5’ dell’introne. 

2. Il gruppo OH 3‘-terminale dell’esone al 5’ appena 
liberato forma un legame fosfodiestere con il fosfa- 
to 5’-terminale dell’esone al 3’ unendo quindi in- 
sieme i due esoni e liberando l’introne. 

3. Il gruppo OH 3’-terminale dell’introne forma un 
legame fosfodiestere con il fosfato del nucleotide 
che si trova a 15 residui dall’estremità 5’ dell’intro- 
ne, generando il frammento 5‘-terminale con il re- 
sto dell’introne in forma ciclica. 


Questo processo di auto-splicing, che avviene in modo 
analogo nell’rRNA dei mitocondri dei funghi, consiste 
di una serie di transesterificazioni e non richiede quindi 
apporto di energia libera. Cech ha inoltre stabilito le 
proprietà enzimatiche dell’introne di Tetrahymena, che 
presumibilmente derivano dalla sua struttura tridimen- 
sionale, dimostrando che esso catalizza la digestione 
in vitro di poli(C) con un fattore di incremento di 10!° 
sulla frequenza di idrolisi spontanea. Questo RNA ca- 
talitico, infatti, segue persino la cinetica di Michaelis- 
Menten (Ky=42uM e kx:=0,033 s7! per Cs). Questi 
RNA con attività enzimatica sono stati chiamati ribo- 
zimi. 

Anche se l’idea che un RNA possa avere proprietà 
enzimatiche può essere non ortodossa, non c'è ragione 
fondamentale perché un RNA, o qualunque altra ma- 
cromolecola, non possa avere attività catalitica. Natu- 
ralmente, per essere cataliticamente efficiente una ma- 
cromolecola deve essere in grado di assumere una strut- 
tura stabile, ma, come vedremo nei paragrafi 30.2B 
e 30.3A, i tRNA e molto probabilmente gli rRNA fan- 
no proprio questo. Le similarità chimiche delle reazio- 
ni di splicing di mRNA e rRNA suggeriscono quindi 
che gli splicosomi siano sistemi ribozimici evoluti da 


RNA primordiali capaci di auto-splicing e che le loro 
componenti proteiche servano semplicemente a rego- 
lare finemente la struttura e la funzione dei ribozimi. 
Analogamente, l’RNA componente i ribosomi, che so- 
no per più della metà RNA e per il resto proteine, 
ha probabilmente funzioni catalitiche in aggiunta al 
ruolo strutturale e di riconoscimento che di solito gli 
viene attribuito (paragrafo 30.3). L'osservazione quindi 
che le cellule contengono batterie di enzimi per mani 
polare il DNA ma pochi enzimi per rimaneggiare 
RNA, e che molti coenzimi sono ribonucleotidi (per 
esempio ATP, NAD* e CoA) ha portato a ipotizzare 
che gli RNA fossero i catalizzatori biologici originali 
in tempi precellulari e che le proteine, chimicamente più 
versatili, siano venute relativamente più tardi nell’evo- 
luzione delle macromolecole (paragrafo 1.4C). 


C. | processi di modificazione 
dell'RNA transfer 


{1376]I tRNA, come abbiamo discusso nel paragrafo 
30.2A, sono formati da —80 nucleotidi che assumono 
una struttura secondaria a quattro steli di basi appaia- 
te nota come la struttura a trifoglio (Fig. 29.41). Tut- 
ti i tRNA hanno una grossa quota di basi modificate 
(la cui struttura, funzione e sintesi sono pure prese 
in considerazione nel paragrafo 30.2A) e ciascuno ha 
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Figura 29.41 Un disegno schematico della struttura secondaria a trifoglio 
del tRNA. Ciascun cerchio pieno indica una coppia di basi negli steli 
stabilizzati da legami idrogeno. Sono indicate le posizioni della tripletta 
dell'anticodone e della sequenza —CCA 3'-terminale. 
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Figura 29.42 Il processo di modificazione postrascrizionale del RNA! 
di lievito. Una sequenza interposta di 14 nucleotidi e una sequenza 
5’terminale di 19 nucleotidi vengono escisse dal trascritto primario, un 
__CCA viene attaccato all'estremità 3’ e parecchie basi vengono modifi- 
cate (i loro simboli sono definiti nella Fig. 30.13) per dare origine al 
RNA maturo. L'anticodone è colorato. (Fonte: DE ROBERTIS, E. M. e OL. 
seN, M. V., Nature, 278, p. 142, 1989.) 


t 


la sequenza —CCA 3‘-terminale a cui viene attaccato 
il corrispondente amminoacido nel tRNA caricato con 
l’amminoacido. L’anticodone (che è complementare 
al codone che codifica l’amminoacido corrispondente 
al tRNA) si trova nell’ansa della struttura a trifoglio 
opposta allo stelo che contiene i nucleotidi terminali. 

Il cromosoma di E. coli contiene circa 60 geni di tRNA. 
Alcuni di essi sono componenti degli operoni dell’rRNA 
(paragrafo 29.44); gli altri sono distribuiti, spesso in 
raggruppamenti, lungo tutto il cromosoma. I trascritti 
primari di tRNA, che contengono da uno fino a quat- 
tro o cinque specie identiche di tRNA, presentano dei 
nucleotidi extra all’estremità 3‘ e 5’ di ciascuna se- 
quenza di tRNA. L’escissione e il rimaneggiamento di 


queste sequenze di tRNA assomiglia a quello degli 
rRNA di E. coli (paragrafo 29.4B) per il fatto che en- 
trambi i processi utilizzano alcune delle stesse nucleasi. 


La RNasi P è un ribozima 


La RNasi P, che dà origine alle estremità 5‘ di 
tutti i tRNA di E. coli (Fig. 29.37), è un enzima partico 
larmente interessante perché ha un componente di 
RNA di 377 nucleotidi (— 125 kD contro i 14 KD della 
sua subunità proteica) che è essenziale per l’attività en- 
zimatica. È stato prima proposto, comprensibilmente, 
che RNA dell'enzima funzionasse nel riconoscimento 
dell’RNA substrato tramite appaiamento di basi e che 
guidasse quindi la subunità proteica, che si riteneva 
fosse la reale nucleasi, al sito di taglio. Sidney Altman, 
però, ha mostrato che l’RNA che forma la RNasi P 
è, di fatto, la subunità catalitica dell'enzima, dimostran- 
do che l’RNA della RNasi P deprivato della componen- 
te proteica catalizza il taglio dell'RNA substrato ad alte 
concentrazioni saline. La proteina della RNasi P, che 
è basica, funziona evidentemente a concentrazioni sa- 
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line fisiologiche per ridurre elettrostaticamente la re- 
pulsione tra il ribozima polianionico e gli RNA sub- 
strato. All’obiezione che quantità in tracce di proteina 
della RNasi P fossero in realtà responsabili della rea- 
zione della RNasi P è stato risposto con la dimostrazio- 
ne che l’attività catalitica è presente nell’RNA di RNasi P 
sintetizzata in un sistema in vitro. Abbiamo quindi due 
esempi indipendenti di ribozimi. 


Molti pre-tRNA degli eucarioti hanno introni 
1378] 1 genoma degli eucarioti contiene da parecchie 


centinaia a parecchie migliaia di geni per tRNA. Molti 
trascritti primari di tRNA degli eucarioti, per esempio 


tRNATY di lievito (Fig. 29.42), contengono tanto un 
piccolo introne adiacente ai loro anticodoni quanto nu- 
cleotidi extra alle loro estremità 5’ e 3’. Notate che 
è improbabile che questo introne alteri la struttura 
a trifoglio del tRNA. I trascritti di tRNA degli euca- 
rioti sono privi della sequenza —CCA obbligatoria al- 
l'estremità 3/. Questa viene attaccata ai tRNA imma- 
turi dall’enzima tRNA nucleotidil transferasi, che 
aggiunge sequenzialmente due C e una A al tRNA 
usando CTP e ATP come substrati. Questo enzima è 
presente anche nei procarioti anche se, per lo meno 
in E. coli, i geni per il tRNA codificano tutti un termi. 
nale —CCA. Si ritiene quindi che la tRNA-nucleotidil- 
transferasi di E. coli funzioni nella riparazione dei 
tRNA degradati. 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


11379] Il dogma centrale della biologia molecolare affer- 
ma che «il DNA fa URNA che fa le proteine» (anche 
se l’RNA può «fare» anche il DNA). C'è tuttavia una 
enorme variabilità tra le velocità a cui vengono prodot- 
te le varie proteine. Certi enzimi, come quelli dell’opero- 
ne lac, vengono sintetizzati solo quando sono presenti 
le sostanze che essi metabolizzano. L’operone del latto- 
sio è costituito dalle sequenze di controllo lacP e lacO 
seguite dai geni organizzati in tandem della 8- 
galattosidasi (lacZ), della galattoside permeasi (lacY) e 
della tiogalattoside transacetilasi (lacA). In assenza di 
induttore, fisiologicamente l’allolattosio, il repressore lac, 
il prodotto del gene lacl, si lega all’operatore (lacO) in 
modo da impedire la trascrizione dell’operone lac da 
parte della RNA polimerasi. Il legame con l’induttore 
determina il rilascio dell’operatore da parte del repres- 
sore e quindi permette la trascrizione dei geni struttu- 
rali lac in un singolo mRNA policistronico. Gli mRNA 
si associano transitoriamente con i ribosomi in modo 
da dirigerli alla sintesi dei polipeptidi codificati. 
L’oloenzima dell'RNA polimerasi di E. coli ha la strut- 
tura in subunità a,88’e. Esso dà inizio alla trascrizio- 
ne sul filamento codificante di un gene in corrisponden- 
za di una posizione designata dal suo promotore. La 
regione più conservata del promotore è la Pribnow box, 
che ha il suo centro intorno alla posizione —10 e ha 
la sequenza consenso TATAAT. Anche la regione —35 
è conservata nei promotori efficienti. Studi di protezio- 
ne dalla metilazione mostrano che l’oloenzima forma 
un complesso di inizio «aperto» con il promotore. Dopo 


l’inizio della sintesi dell’RNA, la subunità o si dissocia 
dal nucleo dell’enzima, che quindi catalizza autonoma- 
mente l’allungamento della catena in direzione 
5° —> 3’. La sintesi di RNA viene terminata da un 
segmento del trascritto che forma una forcina ricca 
di G+C con una coda di oligo(U) che si dissocia spon- 
taneamente dal DNA. Le sequenze di terminazione pri- 
ve di queste sequenze richiedono l’assistenza del fat- 
tore rho per una appropriata terminazione della cate- 
na. Nei nuclei delle cellule eucariotiche le RNA polime- 
rasi I, Il e III sintetizzano rispettivamente i precursori 
dell’ rRNA, l’hnRNA, e i tRNA +RNA 5S. Il promotore 
minimo per la RNA polimerasi I si estende tra i nucleo- 
tidi — 7 e +6. Molti promotori della RNA polimerasi II 
contengono una sequenza conservata TATAAAA, la TA- 
TA box, localizzata intorno alla posizione — 27. Gli en- 
hancer sono attivatori della trascrizione che possono ave- 
re una posizione e un orientamento variabili relativa- 
mente al sito d’inizio della trascrizione. I promotori del- 
la RNA polimerasi III sono situati all’interno delle regio- 
ni trascritte dei loro geni tra le posizioni +40 e +80. 

I procarioti possono rispondere rapidamente a modi- 
ficazioni dell'ambiente in parte perché la traduzione 
degli mRNA inizia durante la loro trascrizione e perché 
la maggior parte degli mRNA vengono degradati entro 
1-3 minuti dalla loro sintesi. L'espressione temporal- 
mente ordinata di gruppi di geni in alcuni batteriofagi 
è controllata da cascate di fattori a. IL repressore lac 
è una proteina tetramerica di quattro subunità identi- 
che che, in assenza di induttore, si lega non specifica- 
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mente al DNA duplex ma si lega molto più saldamente 
al promotore lac. La sequenza del promotore che il re- 
pressore lac protegge dalla digestione con nucleasi ha 
una simmetria quasi palindromica. Studi di protezione 
dalla metilazione e di analisi dell’effetto di mutazioni 
indicano però che il repressore non si lega simmetrica- 
mente al promotore. Il repressore e la RNA polimerasi 
competono per gli stessi siti di legame sul promotore. 

La presenza di glucosio reprime la trascrizione degli 
operoni che codificano certi enzimi catabolici tramite 
la mediazione di cAMP. In seguito al legame con cAMP, 
che si forma solo in assenza di glucosio, la proteina 
attivatrice dei geni catabolici (CAP) si lega ai promotori 
di determinati operoni, come l’operone lac, attivandone 
la trascrizione. I due domini simmetrici, equivalenti e 
leganti il DNA, di CAP si legano ciascuno nella scanala- 
tura principale del loro DNA bersaglio tramite un mo- 
tivo elica-curva-elica che è presente in numerosi repres- 
sori dei procarioti. Il legame tra questi repressori e i 
loro DNA bersaglio è mediato più da associazioni mu- 
tuamente favorevoli tra queste macromolecole che da 
qualunque interazione specifica tra coppie di basi e ca- 
tene laterali di amminoacidi analoga all’appaiamento 
di basi secondo il modello di Watson e Crick. La tra- 
scrizione di araBAD è controllata da CAP-CAMP e AraC 
mediante un complesso tra AraC e due siti di legame, 
ara0. e aral, che genera un’ansa di DNA. In questo 
sistema, AraC regola anche la propria sintesi legandosi 
al sito araO; in modo da reprimere la trascrizione del 
gene araC. L'espressione dell’operone trp di E. coli è re- 
golata tanto tramite repressione quanto tramite atte- 
nuazione. In seguito al legame col triptofano, il suo co- 
repressore, trp si lega all’operatore trp bloccando quin- 
di la trascrizione dell’operone trp. Quando il triptofano 
è disponibile, molto del trascritto trp che è sfuggito alla 
repressione viene terminato prematuramente in corri 
spondenza della sequenza trpL perché il suo trascritto 
contiene un segmento che forma una normale struttu- 
ra di terminazione. Quando il triptofaniltRNA"P è 
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scarso, i ribosomi sostano in corrispondenza dei due 
codoni Trp in tandem del trascritto. Questo permette 
all’RNA di nuova sintesi di formare una struttura a 
stelo e ansa che impedisce la formazione della struttu- 
ra di terminazione. Numerosi altri operoni sono regola- 
ti in modo simile mediante il fenomeno dell’attenuazio- 
ne. La risposta stringente è un altro meccanismo tra- 
mite il quale E. coli adegua il ritmo della trascrizione 
alla disponibilità di tRNA carichi. Quando un tRNA 
carico specifico è scarso, il fattore stringente sui riboso- 
mi attivi sintetizza ppGpp, che inibisce la trascrizione 
di rRNA e di alcuni mRNA mentre stimola la trascri- 
zione di altri mRNA. I trascritti di mRNA dei procario- 
ti non hanno bisogno di ulteriore rimaneggiamento. Gli 
mRNA degli eucarioti, tuttavia, presentano un cap al 
5° attaccato per via enzimatica e, nella maggior parte 
dei casi, una coda di poli(A) generata per via enzimati- 
ca. Inoltre, gli introni dei trascritti primari dell'mRNA 
degli eucarioti (nRNA) vengono escissi in modo preciso 
e gli esoni che li fiancheggiano sono uniti insieme per 
formare gli mRNA maturi con un processo mediato da 
snRNP che avviene sugli spliceosomi. Il trascritto pri- 
mario degli rRNA di E. coli contiene tutti e tre gli rRNA 
assieme ad alcuni tRNA. Questi sono escissi e limati 
da endonucleasi ed esonucleasi specifiche. Gli rRNA so- 
no anche modificati tramite metilazioni di nucleosidi 
specifici. Gli rRNA 185, 5,8S e 28S degli eucarioti sono 
analogamente trascritti come un precursore 455 che vie- 
ne rimaneggiato in modo simile agli rRNA di E. coli. 
L’introne del pre-rRNA di Tetrahymena viene rimosso 
con una reazione di auto-splicing catalizzata da RNA. 
I tRNA dei procarioti vengono escissi dai loro trascritti 
primari e rimaneggiati in modo analogo a quanto av- 
viene per gli rRNA. Nella RNasi P, uno degli enzimi 
che mediano questo processo, la subunità catalitica è 
un RNA. Anche i trascritti dei tRNA degli eucarioti ri- 
chiedono per formare i tRNA maturi l’escissione di un 
piccolo introne e l'aggiunta enzimatica di un —CCA al- 
l’estremità 3'-terminale. 
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PROBLEMI 


1. Indicate i fenotipi dei seguenti E. coli diploidi parzia- 
li lac in termini di inducibilità e di enzimi attivi sin- 
tetizzati. 


(a) ITPto+z+y7/1*P70*Z*Y* 
(b) iTP+o°z*tY7/I+*P*O*Z7Y* 
(A imptoz+y*/1°Pp*0*Z*Y* 
(d) I*P7_O°Z* Y*/ITP+O"°Z7Y 


2. Mutanti superrepressi, I, codificano repressori lac 
che legano l’operatore ma non rispondono alla pre- 
senza di induttore. Indicate i fenotipi dei seguenti 
genotipi in termini di inducibilità e produzione di 
enzimi. 


(a) FO*Z* (b) FO°Z* 


*3. Perché gli E. coli lacZ7 non mostrano attività di ga- 
lattoside permeasi dopo l’aggiunta di lattosio in as- 
senza di glucosio? Perché i mutanti lacYT non mo- 


strano attività di 8-galattosidasi nelle stesse condizio- 
ni? 


(fd *0+z*/Fo*Z* 


4. Qual è il vantaggio sperimentale di usare IPTG inve- 
ce di 1,6-allolattosio come induttore dell’operone lac? 


(Si 


. Indicate la Pribnow box, la regione — 35 e il nucleo- 
tide di inizio sul filamento antisense del promotore 
del tRNA!Y di E. coli mostrato qui. 


5’'CAAGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTG- 
ATATGATGCGCCCCGCITCCCGATA3' 
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3'GTTGCATTGTGAAATGTCGCCGCGCAGTAAA- 
CTATACTACGCGGGGCGAAGGGCTATS' 


*6. Perché gli E. coli che sono diploidi per la resistenza 
alla rifamicina e per la sensibilità alla rifamicina 
(riff / rif) risultano sensibili alla rifamicina? 


sl 


. Qual è la probabilità che la sequenza di DNA di 
4026 nucleotidi che codifica la subunità 8 della RNA 
polimerasi di E. coli sia trascritta con la corretta se- 
quenza di basi? Fate i calcoli per le probabilità di 
0,0001, 0,001 e 0,01 che ciascuna base sia trascritta 
in modo sbagliato. 


8. Qual è la probabilità che la simmetria dell’operato- 
re lac sia puramente accidentale? 


9. Perché l’inibizione della DNA girasi in £. coli inibi- 
sce l’espressione degli operoni sensibili ai cataboliti? 


10. Descrivete la trascrizione dell’operone trp.in assen- 
za di ribosomi attivi e di triptofano. 


11. Perché la trascrizione degli eucarioti non può esse- 
re regolata tramite attenuazione? 


12. Charles Yanofsky e i suoi collaboratori hanno sintetiz- 
zato un RNA di 15 nucleotidi che è complementare al 
segmento 1 dell’mRNA trpL (ma complementare solo 
parzialmente al segmento 3). Qual è il suo effetto sulla 
trascrizione in vitro dell’operone trp? Qual è il suo ef 
fetto se il gene trpL contiene una mutazione nel seg- 
mento 2 che destabilizza lo stelo e ansa 2 - 3? 
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CAPITOLO 30 


1. Il codice genetico 
A. La mutagenesi chimica 
B. | codoni sono triplette 
C. | geni sono colineari con i polipeptidi che codificano 
D. La decifrazione del codice genetico 
E. La natura del codice 


2. L’RNA di trasferimento 
. Le strutture primaria e secondaria 
. La struttura terziaria 


A 

B 

C. La amminoacil-tRNA sintetasi 

D. Le interazioni codone-anticodone 
E 


. La soppressione delle mutazioni nonsenso 


3. I ribosomi 
A. La struttura dei ribosomi 
B. La sintesi dei polipeptidi: una visione d'insieme 
C. L'inizio della catena 
D. L'allungamento della catena 
E. La terminazione della catena 
F. L'accuratezza della traduzione 


G. Gli inibitori della sintesi proteica: gli antibiotici 


4. Il controllo della traduzione negli eucarioti 
A. Il controllo della traduzione da parte dell’eme 
B. Gli interferoni 


C. Il mascheramento dell’mRNA 


5. Le modificazioni postraduzionali 
A. La digestione proteolitica 
B. Le modificazioni covalenti 


6. La degradazione delle proteine 
A. La specificità della degradazione 
B. 1 meccanismi di degradazione 


7. La sintesi polipeptidica non ribosomiale 
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La traduzione 


[1381] In questo capitolo prenderemo in considerazio- 
ne la traduzione, cioè la biosintesi di polipeptidi di- 
retta dall’mRNA. Anche se la formazione del lega- 
me peptidico è una reazione relativamente semplice, 
la complessità del processo di traduzione, che richie- 
de la partecipazione coordinata di più di 100 macro- 
molecole, è determinata dalla necessità di legare ac- 
curatamente nell’ordine codificato da un particolare 
MRNA 20 residui amminoacidici diversi. 

Inizieremo prendendo in considerazione il codice 
genetico, la corrispondenza tra la sequenza degli 
acidi nucleici e la sequenza dei polipeptidi. Prende- 
remo poi in esame la struttura e le proprietà dei 
tRNA, le entità trasportatrici di amminoacidi che 
mediano il processo di traduzione. Vedremo poi 
quanto si sa sui ribosomi, le complesse macchine 
molecolari che catalizzano la formazione del lega- 
me peptidico tra gli amminoacidi codificati dal- 
l'mRNA. La formazione del legame peptidico, però, 
non dà necessariamente origine a una proteina fun- 
zionale; molti polipeptidi devono prima subire mo- 
dificazioni postraduzionali, come vedremo nel para- 
grafo successivo. Studieremo poi come le cellule de- 
gradano le proteine, un processo che deve bilancia- 
re la sintesi proteica e prenderemo in considerazio- 
ne la sintesi non ribosomiale di certi piccoli e insoli- 
ti polipeptidi. 


1. IL CODICE GENETICO 


Come fa il DNA a codificare l’informazione ge- 
netica? Secondo l’ipotesi «un gene-un polipeptide», il 
messaggio genetico detta la sequenza amminoacidi- 
ca delle proteine. Poiché la sequenza di basi del DNA 
è il solo elemento variabile in un polimero altrimen- 
ti ripetuto in modo monotono, la sequenza di ammi- 
noacidi di una proteina deve in qualche modo essere 
codificata dalla sequenza di basi del corrispondente 
segmento di DNA. 
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Una sequenza di basi di DNA potrebbe codificare 
una sequenza amminoacidica in molti possibili mo- 
di. Avendo a disposizione solo quattro basi per codi- 
ficare 20 amminoacidi, è necessario un gruppo di al- 
cune basi, chiamato codone, per codificare un sin- 
golo amminoacido. Un codice a tripletta, cioè uno con 
3 basi per codone, è il requisito minimo, dato che 
ci sono 4° = 64 diverse triplette di basi mentre ci pos- 
sono essere solo 4°=16 doppiette diverse, che sono 
insufficienti per codificare tutti gli amminoacidi. In 
un codice a triplette fino a 44 codoni possono anche 
non codificare alcun amminoacido. D’altro canto, mol- 
ti amminoacidi potrebbero essere codificati da più 
di un codone. Un simile codice è detto degenerato, 
con un termine preso a prestito dalla matematica. 

Un’altro mistero era di come faccia l’apparato di 
sintesi dei polipeptidi a raggruppare la sequenza con- 
tinua di basi del DNA in codoni. Il codice, per esem- 
pio, potrebbe essere sovrapposto; cioè nella sequenza 


Pi 


ABCDEFGHI] 


ABC potrebbe codificare un amminoacido, BCD un 
altro, CDE un terzo ecc. Alternativamente il codice 
potrebbe non essere sovrapposto di modo che ABC 
codifichi un amminoacido, DEF un altro, HIJ un ter- 
zo ecc. Il codice potrebbe anche contenere una «pun- 
teggiatura» interna, come nel codice a triplette 


ABC,DEF,GHI,... 


in cui le virgole rappresentino basi particolari o se- 
quenze di basi. Una questione collegata a questa è 
come faccia il codice genetico a determinare l’inizio 
e la fine di una catena polipeptidica. 

Il codice genetico è, in realtà, non sovrapposto, sen- 
za punteggiatura, degenerato, organizzato in triplet- 
te. Il soggetto di questo paragrafo è come è stato de- 
terminato tutto ciò e come è stato chiarito il «dizio- 
nario» del codice genetico. 


A. La mutagenesi chimica 


‘4383]Il carattere a triplette del codice genetico, co- 
me vedremo, è stato determinato mediante l’uso di 
mutageni chimici, cioè sostanze capaci di indurre 
mutazioni. Faremo quindi precedere il nostro studio 
del codice genetico da una discussione su queste so- 
stanze. Ci sono due classi maggiori di mutazioni: 


1. Le mutazioni puntiformi, in cui una base ne 
sostituisce un’altra. Esse sono ulteriormente clas- 
sificate come: 


(a) Transizioni, in cui una purina (o pirimidina) 
è sostituita da un’altra. 
(b) Trasversioni, in cui una purina è rimpiazza- 
ta da una pirimidina o viceversa. 

2. Le mutazioni per inserzione/delezione, in cui 


una o più coppie di basi sono inserite o delete 
dal DNA. 


Una mutazione in ognuna di queste categorie può 
essere annullata da una successiva mutazione della 
stessa ma non di un’altra categoria. 


Le mutazioni puntiformi sono generate 
da basi alterate 


Le mutazioni puntiformi possono derivare dal 
trattamento di un organismo con analoghi delle basi 
o con sostanze che alterino le basi chimicamente. Per 
esempio, l’analogo 5-bromouracile (5BU) assomi- 
glia stericamente alla timina (5-metiluracile) ma, per 
l’influenza del suo atomo di Br elettronegativo, assu- 
me frequentemente una forma tautomerica che ap- 
paia la base con una guanina invece che con una ade- 
nina (Fig. 30.1). Di conseguenza, quando 5BU viene 
incorporato nel DNA al posto della timina, come di 
solito capita, induce occasionalmente una transizio- 
ne A-T —> G-C nei successivi cicli di replicazione 
del DNA. Occasionalmente 5BU viene anche incor- 
porato nel DNA al posto di urta citosina, il che gene- 
ra invece una transizione G-C —> A-T. 

L’analogo dell’adenina 2-amminopurina (2AP) di 
norma si appaia con la timina (Fig. 30.2a) ma occa- 
sionalmente forma una coppia non distorta ma unita 
da un singolo legame idrogeno con una citosina (Fig. 
30.2b). In questo modo, anche 2AP genera transizio- 
ni A-T->G:CeG:C->A-T. 

In soluzione acquosa l’acido nitroso (HNO:) 
deammina con una reazione ossidativa le ammine 
aromatiche primarie convertendo così la citosina in 


5-bromouracile (5BU) 5BU 
(tautomero chetonico) (tautomero enolico) Guanina 


Figura 30.1 La forma chetonica (a sinistra) è il tautomero più comune 
del 5-bromouracile. Essa tuttavia assume frequentemente la forma eno- 
lica che si appaia con la guanina. 
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Figura 30.2 L'analogo dell’adenina 2-amminopurina normalmente si 
appaia con (a) la timina ma occasionalmente anche con (b) la citosina. 


uracile (Fig. 30.3a) e l’adenina nell’analogo della gua- 
nina ipoxantina (che forma con la citosina due lega- 
mi idrogeno anziché tre come la guanina; Fig. 30.3). 
Il trattamento del DNA con acido nitroso o con com- 
posti come le nitrosammine 


Ri 
\ 
N_N=0 
Ry 
Nitrosammine 


che reagiscono formando acido nitroso, determina 
transizioni A-T —> G-C e GC A-<T. 


I nitriti, le basi coniugate dell’acido nitroso, sono usa- 
ti da tempo come conservanti nella preparazione delle 
carni come negli insaccati. L’osservazione però che molti 
mutageni sono anche cancerogeni (paragrafo 31.5E) sug 
gerisce che il consumo di carni contenenti nitriti sia 
dannoso per l’uomo. Cionondimeno, i sostenitori dei 
nitriti come conservanti sostengono che la cessazione 
del loro utilizzo sarebbe di molto più fatale perché la 
mancanza di tale trattamento aumenterebbe enorme- 
mente l’incidenza del botulismo, una forma di avve- 
lenamento da cibo spesso fatale causata dall’ingestio- 
ne di neurotossine proteiche secrete dal batterio anae- 
robico Clostridium botulinum (paragrafo 34.4C). 


La idrossilammina (NH;0H) induce anche transi- 
zioni G-C —> A-T reagendo specificamente con la 
citosina e convertendola in un composto che si ap- 
paia con l’adenina (Fig. 30.4). L’uso di agenti alchi- 
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i i ‘aci i rte (a) la citosina 
Figura 30.3 La reazione con | acido nitroso conve ) s 

i edile che si appaia con l’adenina; e (b) l’adenina ad ipoxantina, 
un derivato della guanina (privo del gruppo 2-amminico della guani- 
na) che si appaia con la citosina. 


H H_-0 H 
\ \ / N 
N_H i ---H_N > 
NH .0H / N 
/ prose / N—H"N \ S 
( [ \=y 
N N 
/ o / lo 
i Adenina 
Citosina 


Figura 30.4 La reazione con l’idrossilammina converte la citosina in 
un derivato che si appaia con l’adenina. 


lanti come il dimetilsolfato, la mostarda azotata e 
la etilnitrosourea genera spesso trasversioni. L al 


(O) 
a CHL CHLT CI Il / CHIT CHy 
HCN H,N- CN 
vicS \n=0 
CH. CHyT (GI 
Mostarda azotata Etilnitrosourea 


chilazione della posizione N(7) di un nucleotide puri- 
nico ne determina la depurinazione con una reazio 
ne simile a quella della Fig. 28.52a. L'interruzione 
nella sequenza che ne deriva viene riempita da un 
sistema enzimatico di riparazione facile all'errore. Le 
trasversioni nascono quando la purina mancante vie 
ne sostituita da una pirimidina. Anche il sistema en- 
zimatico di riparazione del DNA danneggiato dalla 
radiazione UV può generare trasversioni. 


1385 


La traduzione 1021 


= erro rs i lio sii io ina OTO HOLA 


7 8B8-08-10538-5 


Le mutazioni per inserzione/delezione sono 
generate da agenti intercalanti 


1385] Le mutazioni per inserzione/delezione possono 
originare dal trattamento del DNA con agenti inter- 
calanti come l’arancio di acridina o la proflavina (pa- 
ragrafo 28.4C). La distanza tra due coppie di basi con- 
secutive viene raddoppiata dall’inserimento tra di esse 
di una di queste molecole. La replicazione di un DNA 
distorto in questo modo occasionalmente dà origine 
all’inserzione o alla delezione di uno o più nucleotidi 
nel polinucleotide di nuova sintesi. (Inserzioni e de- 
lezioni di lunghi segmenti di DNA derivano gene- 
ralmente da crossing-over aberranti; paragrafo 33.2C.) 


B. I codoni sono triplette 


[1386] Nel 1961, Francis Crick e Sydney Brenner han- 
no determinato l’organizzazione in triplette del co- 
dice genetico mediante studi genetici delle caratteri- 
stiche precedentemente sconosciute delle mutazioni 
indotte da proflavina. Nel batteriofago T4 una parti- 
colare mutazione indotta da proflavina chiamata FCO 
mappa nel cistrone rI/B (paragrafo 27.1E). La crescita 
di questo fago mutante in un ospite permissivo (E. 
coli B) risulta nell’apparizione occasionale spontanea 
di fagi fenotipicamente di ceppo nativo, come è di- 
mostrato dalla loro capacità di crescere in un ospite 
restrittivo (E. coli K120\); ricordate.che i mutanti rIlB 
formano su E. coli B delle placche grandi in modo 
caratteristico ma non riescono a lisare E. coli K12())). 
Questi fagi mutati due volte però non sono genotipi- 
camente di ceppo nativo; l'infezione simultanea di 
un ospite permissivo da parte di uno di essi e di un 
fago di ceppo veramente nativo dà origine ad una 
progenie ricombinante che presenta o la mutazione 
FCO o una nuova mutazione chiamata FC1. Il fago 
quindi fenotipicamente di ceppo nativo è un doppio 
mutante che, in realtà, presenta sia FCO che FC1. Que- 
sti due geni sono quindi soppressori l’uno dell’altro; 
essi cioè reciprocamente cancellano le caratteristiche 
della mutazione. Inoltre, poiché essi mappano insie- 
me nel cistrone rIIB, sono dei mutui soppressori in- 
tragenici (soppressori nello stesso gene). 

Il trattamento di FC1 in modo identico a quello de- 
scritto per FCO ha dato risultati analoghi: la compar- 
sa di un nuovo mutante, FC2, che è un soppressore 
intragenico di FC1. Procedendo iterativamente in que- 
sto modo, Crick e Brenner hanno collezionato una 
serie di diversi mutanti in rilB, FC3, FC4, FC5 ecc. 
in cui ciascun mutante FC(n) è un soppressore intra- 
genico del suo predecessore FC(n— 1). Studi di ricom- 
binazione hanno inoltre mostrato che le mutazioni 


identificate coi numeri dispari sono soppressori in- 
tragenici di mutazioni identificate con numeri pari 
ma che in nessuna coppia di mutazioni «dispari» né 
di mutazioni «pari» si verifica una soppressione reci- 
proca. Tuttavia, ricombinanti contenenti tre muta- 
zioni dispari o tre mutazioni pari sono tutti fenotipi- 
camente di ceppo nativo. 

Crick e Brenner hanno spiegato queste osservazio- 
ni con le seguenti ipotesi: 


1. La mutazione FCO indotta da proflavina è o un’in- 
serzione o una delezione di una singola coppia 
di nucleotidi del cistrone rI/B. Se essa è una dele- 
zione allora FC1 deve essere un’inserzione, FC2 
una delezione ecc. e viceversa. 

2. Il codice viene letto in modo sequenziale a partire 
da un punto fisso del gene. L’inserzione o la dele- 
zione di un nucleotide sposta la cornice (raggrup- 
pamento) in cui nucleotidi successivi vengono let- 
ti come codoni (le inserzioni o le delezioni di nu- 
cleotidi sono quindi anche note come mutazioni 
della cornice di lettura). Il codice quindi non 
ha una punteggiatura interna che indichi la cor- 
nice di lettura; il codice cioè non ha virgole. 

3. Il codice è un codice a triplette. 

4. Tutte o quasi tutte le 64 triplette di codoni codifi- 
cano un amminoacido; il codice, cioè, è degenerato. 


Questi principi sono illustrati dalla seguente analo- 
gia. Prendete in considerazione una frase (gene) in 


cui le parole (codoni) siano formate ciascuna da tre 
lettere (basi). 


THE BIG RED FOX ATE THE EGG 


(Qui gli spazi che separano le parole non hanno un 
significato fisico; vogliono solo indicare la cornice di 
lettura.) La delezione della quarta lettera, che sposta 
la cornice di lettura, cambia la frase in 


THE IGR EDF OXA TET HEE GG 


di modo che tutte le parole oltre il punto della dele- 
zione risultano inintelleggibili (codificano gli ammi- 
noacidi sbagliati). Una inserzione di una qualunque 
lettera, però, diciamo una X in posizione 9, 

THE IGR EDX FOX ATE THE EGG 
riporta la cornice di lettura alla cadenza originale. 
Di conseguenza, sono alterate solo le parole tra le 
due mutazioni. Una frase come quella dell'esempio 
potrebbe essere ancora intelliggibile (il gene potreb- 
be ancora codificare una proteina funzionale), soprat- 
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tutto se le mutazioni sono vicine. Due delezioni o 
due inserzioni, non importa quanto vicine tra loro, 
non si sopprimerebbero l’una con l’altra ma sempli- 
cemente altererebbero la cornice di lettura. Tre in- 
serzioni però, diciamo X, Y e Z alle posizioni 5, 8 
e 12 rispettivamente cambierebbero la frase in 


THE BXI GYR EDZ FOX ATE THE EGG 
in cui, dopo la terza inserzione, la cornice di lettura 
è tornata quella originale. Lo stesso avverrebbe per 
tre delezioni. Come prima, se tutti e tre i cambia- 
menti fossero vicini, la frase potrebbe ancora con- 
servare il suo significato. 

Crick e Brenner non riuscirono a dimostrare in mo- 
do non ambiguo che il codice genetico è un codice 
a triplette poiché non potevano provare che le loro 
inserzioni e mutazioni coinvolgessero solo nucleotidi 
singoli. Strettamente parlando, essi hanno dimostra- 
to che un codone consiste di 3r nucleotidi dove r è 
il numero di nucleotidi in una inserzione o delezio- 
ne. Anche se all’epoca l’assunto fu che r= 1, la prova 
di questa asserzione ha dovuto aspettare che si chia- 


risse il codice genetico (paragrafo 30.1D). 


C. | geni sono colineari 
con i polipeptidi che codificano 


[1387] Nei primi anni ’60 Charles Yanofsky ha dimo- 
strato la colinearità di geni e polipeptidi. Egli riuscì 
a fare questo isolando un numero di mutanti della 
catena a, di 268 residui, della triptofano sintasi di 


Catena a 
della 
triptofano 7 
sintasi | } î 
1° 15 22 49 
|| | 
Lys Phe Giu 
Stop Leu Val 
Gin 
Met 


Figura 30.5 La colinearità del gene trpA di £. coli con il polipeptide 
che esso codifica, cioè la catena a della triptofano sintetasi. Le posi- 
zioni delle mutazioni nel gene, determinate mediante mappatura tra- 
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E. coli (codificata dal gene trpA; paragrafo 29.3E). La 
mappa genetica di questi mutanti è stata delucidata 
mediante mappatura trasduzionale (paragrafo 27.1E) 
e le modificazioni amminoacidiche a cui essi danno 
origine sono state stabilite mediante mappa peptidi- 
ca (paragrafo 6.1J). L'ordine dei mutanti nel gene è 
lo stesso dell’ordine dei corrispondenti cambiamenti 
amminoacidici della proteina (Fig. 30.5). 

Il gene trpA di E. coli è quindi colineare con il polipep- 
tide che codifica. 


D. La decifrazione del codice genetico 


[1388] Per capire come è stato chiarito il dizionario 
del codice genetico dobbiamo prima vedere come 
vengono sintetizzate le proteine. Gli mRNA non pos- 
sono direttamente riconoscere gli amminoacidi. Es- 
si, invece, legano specificamente molecole di tRNA, 
di cui ciascuna trasporta un amminoacido corrispon- 
dente (Fig. 30.6). Ciascun tRNA contiene una sequen- 
za di tre nucleotidi, il suo anticodone, che è com- 
plementare a un codone dell’mRNA che specifica 
l’amminoacido del tRNA. Un amminoacido è legato 
covalentemente al suo corrispondente tRNA ad ope- 
ra di un enzima specifico .che riconosce entrambe 
queste molecole (un processo questo chiamato «cari- 
camento» del tRNA). Durante la traduzione, l'mRNA 
passa attraverso il ribosoma in modo che ciascun co- 
done, a turno, si leghi al suo corrispondente tRNA 
«carico» (Fig. 30.7). Appena ciò avviene, il ribosoma 
trasferisce l’amminoacido attaccato al tRNA all’estre- 
mità della catena polipeptidica in allungamento. 


mutazioni 


175 177 183 211 213 234 235 243 268 


| 1 | LOTO LL 

Tyr Leu Thr Gly Gly Gly Ser Gin Residui di 

} } } } | j } J tipo nativo 

Cys Arg lle Arg Val Cys Leu Stop Residui 
Glu Asp mutanti 


sduzionale, hanno lo stesso ordine delle corrispondenti sostituzioni 
di amminoacidi nel polipeptide determinate mediante mappa peptidica. 


Posizioni delle 
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XHi l 

Î Residuo 
Re amminoacidico 

| 

(20) 

| 

Ì 


Anticodone 


Figura 30.6 L'RNA di trasferimento nella sua forma «a trifoglio» che 
mostra il residuo amminoacidico covalentemente legato (in alto) e 
l'anticodone (in basso; un segmento di tre nucleotidi che si appaia 
con il codone complementare sull'mRNA durante la traduzione). 


Figura 30.7 Un disegno schematico dei pro- 
cessi di traduzione (sintesi ribosomiale di un 
polipeptide da uno stampo di mRNA). 


(O3R 


Die a adi 22 


RNA messaggero 


Catena polipeptidica edili NHÎ 


in allungamento 


Ribosoma:* 


ve let e 


UUU codifica Phe 


[1389] Il codice genetico potrebbe, in linea di princi- 
pio, essere determinato mediante la semplice compa- 
razione della sequenza di basi di un mRNA con la 
sequenza di amminoacidi della proteina che esso co- 
difica. Negli anni ’60, però, le tecniche per l’isola- 
mento e la sequenza dell’mRNA non erano state an- 
cora sviluppate. La decodificazione del codice geneti- 
co si è quindi rivelata un’impresa molto difficile. 
L’impulso maggiore alla decifrazione del codice ge- 
netico è venuto nel 1961, quando Marshall Nirenberg 
e Heinrich Matthaei hanno stabilito che UUU è il co- 
done che codifica Phe. Essi riuscirono a fare ciò di- 
mostrando che l’aggiunta di poli(U) a un sistema in 
vitro di sintesi proteica determina la sintesi solo di 
poli(Phe). Il sistema in vitro di sintesi proteica venne 
preparato rompendo gentilmente delle cellule di E. 
coli, macinandole con polvere di alluminio e centri- 
fugando la pappa risultante in modo da rimuovere 
la parete e le membrane cellulari. Questo estratto con- 
teneva DNA, mRNA, ribosomi, enzimi e altri costi- 
tuenti cellulari necessari per la sintesi proteica. Quan- 
do il sistema veniva arricchito con ATP, GTP e am- 
minoacidi, esso sintetizzava piccole quantità di pro- 
teine. Questo venne dimostrato mediante l’incuba- 
zione del sistema con amminoacidi radiomarcati con 
1#C seguita dalla precipitazione delle proteine con 
acido tricloroacetico. Il precipitato si rivelò radioattivo. 
Un sistema in vitro di sintesi proteica, naturalmen- 
te, produce proteine codificate dal DNA della cellu- 
la. In seguito ad aggiunta di DNasi, tuttavia, la sinte- 
si proteica si ferma in pochi minuti poiché il sistema 


NH} 


Residuo 
amminoacidico 


RNA di 
trasferimento 


Direzione del movimento 


del ribosoma sull’mRNA 
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non è più in grado di sintetizzare mRNA, mentre 
quello originariamente presente viene rapidamente 
degradato. Nirenberg ha trovato che frazioni crude 
di mRNA derivate da altri organismi erano estre- 
mamente attive nello stimolare la sintesi proteica in 
un sistema in vitro di sintesi proteica trattato con 
DNAsi. Questo sistema risponde analogamente bene 
amRNA sintetici. 

Gli mRNA sintetici usati da Nirenberg in esperi- 
menti successivi furono sintetizzati dall’enzima po- 
linucleotide fosforilasi di Azotobacter vinelandii. 
Questo enzima, che fu scoperto da Severo Ochoa e 
Marianne Grunberg-Manago, lega i nucleotidi median- 
te la reazione 


(RNA) +NDP == (RNA)n+1+P:; 


dove NDP rappresenta un ribonucleoside difosfato. 
Contrariamente alla RNA polimerasi, però, la poli- 
nucleotide fosforilasi non utilizza uno stampo. Essa 
piuttosto lega insieme gli NDP a disposizione così che 
la composizione di basi dell’RNA prodotto riflette 
quella della miscela di NDP. 

Nirenberg e Matthaei hanno dimostrato che poli(U) 
stimola la sintesi di poli(Phe) incubando poli(U) con 
una miscela di 19 amminoacidi freddi e 1 radiomar- 
cato in un sistema in vitro di sintesi proteica. Essi 
trovarono un livello di radioattività significativo nel 
precipitato proteico solo quando l’amminoacido mar- 
cato era fenilalanina. UUU deve quindi essere il codo- 
ne che codifica Phe. In esperimenti analoghi, usando 
poli(A) e poli(C) si trovò che venivano sintetizzati po- 
li(Lys) e poli(Pro) rispettivamente. AAA quindi codifi- 
ca Lys e CCC codifica Pro. (Poli(G) non può funziona- 
re come mRNA sintetico perché, anche in condizio- 
ni denaturanti, si aggrega formando quella che si ri- 
tiene sia una elica a quattro filamenti. Un mRNA de- 
ve essere a filamento singolo per poter dirigere la 
propria traduzione; paragrafo 30.2D.) D ; 

Niremberg e Ochoa hanno indipendentemente usa- 
to copolimeri di ribonucleotidi per chiarire ulterior- 
mente il codice genetico. 

Per esempio, in un poli(UG) composto per il 76% di 
U e per il 24% di G la probabilità che una data tri- 
pletta sia UUU è di 0,76x0,76x0,76=0,44. Analoga- 
mente, la probabilità che una tripletta consista di due 
U e di una G, che sia cioè UUG, UGU o GUU è 
0,76x0,76x0,24=0,14. L’uso del poli(UG) come 
MRNA indica quindi la composizione di basi ma non 
la sequenza dei codoni che codificano svariati ammi- 
noacidi (Tabella 30.1). 

Tramite l’uso di copolimeri contenenti 2, 3 e 4 basi, 
è stata dedotta la composizione di basi dei codoni 
che codificano ciascuno dei 20 amminoacidi. Inoltre, 
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Tabella 30.1 L'incorporazione di amminoacidi stimolata 
da un copolimero casuale di U e G in rapporto molare 
0,76:0,24 


Probabilità Quantità relativa 


Incidenza Ammino- 


(00008) O ar "aaa O 
UUU 0,44 100 Phe 100 
UUG 0,14 32 Leu 36 
UGU 0,14 32 Cys 35 
GUU 0,14 32 Val 37 
UGG 0,04 9 Trp 14 
GUG 0,04 9 

GGU 0,04 9 Gly 12 
GGG 0,01 2 


* L'incidenza relativa è qui definita come 100 X la probabilità di ritrovamen- 
to/0,44. 


Fonte: MattHazi, j. H., Jones, O. W., Martin, R. G. e Nirengero, M., Proc. Natl. 
Acad. Sci., 48, p. 666, 1962. 


questi esperimenti hanno dimostrato che il codice ge- 
netico è degenerato poiché, per esempio, poli(UA), po- 
li(UC) e poli(UG) guidano tutti l’incorporazione in un 
polipeptide di Leu. 


Il codice genetico è stato chiarito mediante 
un test di legame di triplette sintetiche 
e l’uso di poliribonucleotidi di sequenza nota 


[1390] In assenza di GTP, che è necessario per la sin- 
tesi proteica, dei trinucleotidi ma non dei dinucleoti- 
di sono quasi tanto efficaci quanto gli mRNA nel pro- 
muovere il legame ai ribosomi dei tRNA specifici. 
Questo fenomeno, che è stato scoperto nel 1964 da 
Nirenberg e da Philip Leder, ha permesso l’identifi- 
cazione dei diversi codoni tramite un semplice test 
di legame. I ribosomi, assieme ai tRNA ad essi legati, 
vengono trattenuti da un filtro di nitrocellulosa men- 
tre i tRNA liberi non lo sono. Il tRNA legato è stato 
identificato usando una miscela di tRNA «carichi» in 
cui solo uno degli amminoacidi attaccati era radio- 
marcato. Si trovò, infatti, che, come ci sì aspettava, 
UUU determina il legame ai ribosomi solo di Phe 
tRNA. Analogamente, UUG, UGU e GUU determina- 
no il legame di Leu, Cys e Val tRNA rispettivamen- 
te. In questo modo sono stati identificati gli ammi- 
noacidi specificati da almeno 50 codoni. Per i rima- 
nenti codoni il test di legame è risultato negativo (nes- 
sun tRNA legato) o ambiguo. 

Il dizionario del codice genetico è stato completato 
e i precedenti risultati sono stati confermati attra- 


Inizio della seconda 
comice di lettura 


Inizio della prima 
Cornice di lettura 


FECSI 


© 88-08-10538-5 


verso la sintesi da parte di H. Gobind Khorana di 
poliribonucleotidi con sequenze ripetute specifiche. 
In un sistema in vitro di sintesi proteica UCUCUCUC..., 
per esempio, viene letto 

UCU CLUC 


UCU CUOCO UCU c... 


il che significa che codifica una catena polipeptidica 
composta da due residui amminoacidici alternati. Si 
è osservato infatti che un tale mRNA determina la 
produzione di 


Ser — Leu — Ser — Leu — Ser— Leu --- 


che indica che o UCU o CUC codifica Ser mentre l’al- 
tro codifica Leu. Questa informazione, oltre ai dati 
di legame del tRNA, ha portato alla*conclusione che 
UCU codifica Ser e CUC codifica Leu. Questi dati han- 
no anche provato che i codoni consistono di un nu- 
mero dispari di nucleotidi, sollevando ogni residuo 
sospetto che i codoni potessero essere costituiti da 
sei invece che tre nucleotidi. 

Sequenze alternate di tre nucleotidi, come po- 
li(UAC), codificano tre diversi omopolipeptidi dato 
che i ribosomi possono iniziare la sintesi polipeptidi- 
ca su questi mRNA sintetici in tutte e tre le possibili 
cornici di lettura (Fig. 30.8). ni 
L’analisi dei polipeptidi codificati da varie sequenze 
alternate di due e tre nucleotidi ha confermato l’i- 
dentità di molti codoni e riempito parti ancora oscu- 
re del codice genetico. 


Inizio della terza 
cornice di lettura 


' 
“U TA CU SA *C*U 7A CU TA C 


IO 


Prima cornice 
di lettura 


... Seconda comice 
di lettura 


... Terza cornice 
di lettura 


Figura 30.8 Un mRNA potrebbe essere letto in una qualunque delle 
tre cornici di lettura, ciascuna delle quali dà un diverso polipeptide. 
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Gli mRNA vengono letti in direzione 
5’ TT 3’ 


L’uso di tetranucleotidi ripetuti ha indicato la 
direzione di lettura del codice e ha identificato i co- 
doni di terminazione della catena. Poli(UAUC) codi- 
fica, come ci si aspettava, un polipeptide con una se- 
quenza ripetuta tetrapeptidica: 


2 


5: 
UAU CUA UCU AUC UAU CUA-- 
Tyr — Leu — Ser — Ile — Tyr — Leu— ... 

La sequenza amminoacidica di questo polipeptide in- 

dica che l’estremità 5‘ dell’mRNA corrisponde all’e- 


stremità N-terminale del polipeptide; ’MRNA cioè vie- 
ne letto in direzione 5° —> 3°. 


UAG, UAA e UGA sono i codoni di stop 


[1392] Contrariamente ai risultati descritti prima, po- 
li([AUAG) genera solo dipeptidi e tripeptidi. Questo 
è dovuto al fatto che UAG è per il ribosoma un segna- 
le di termine della sintesi proteica: 


AUA GAU AGA UN: AUA GAU--- 


Ile — Asp — Arg Stop Île — Aspt --- 


Analogamente, poli(GUAA) genera dipeptidi e tripep- 
tidi perché anche UAA è un segnale di terminazione 
dell’allungamento della catena: 


GUA AGUAAG LAA GUA AGU» 


Val — Ser — Lys Stop Val— Ser — --- 


UGA è un terzo segnale di stop. Questi codoni di 
stop, la cui esistenza è stata originariamente dedotta 
da esperimenti genetici, sono noti, con una defini- 
zione in qualche modo inappropriata, come codoni 
nonsenso poiché sono gli unici codoni che non codi- 
fichino amminoacidi. UAG, UAA e UGA sono spesso 
chiamati anche codoni ambra, ocra e opale. (Que- 
sta denominazione è il risultato di uno scherzo di 
laboratorio: la parola tedesca che significa ambra è 
Bernstein, il nome di una persona che ha contribuito 
a scoprire le mutazioni ambra — le mutazioni che 
trasformano in AUG qualche altro codone; ocra e opa- 
le sono giochi di parole su ambra.) 
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AUG e GUG sono codoni di inizio della catena 


[1393] 1 codoni AUG e meno frequentemente GUG for- 
mano parte della sequenza di inizio della catena (pa- 
ragrafo 30.3C). Essi tuttavia codificano anche i resi- 
dui amminoacidici Met e Val, rispettivamente, nelle 
posizioni interne delle catene polipeptidiche. (La sco- 
perta di Nirenberg e Matthaei che UUU codifica Phe 
è stata possibile solo perché i ribosomi iniziano indi- 
scriminatamente la sintesi proteica su di un mRNA 
quando la concentrazione di Mg** è più alta che in 
condizioni fisiologiche come era, casualmente, nei loro 
esperimenti.) 


E. La natura del codice 


394] Il dizionario del codice genetico come è stato 
definito dai metodi sopradescritti è elencato nella 
Tabella 30.2. L'esame di questa tabella indica che 
il codice genetico presenta parecchie notevoli pro- 
prietà: 


1. il codice è altamente degenerato. Tre amminoaci- 
di, Arg, Leu e Ser sono codificati ciascuno da sei 
codoni, e la maggior parte degli altri sono specifi- 
cati da o quattro, o tre o due codoni. Solo Met 
e Trp sono rappresentati da un solo codone. I co- 
doni che codificano lo stesso amminoacido sono 
chiamati sinonimi. 

. L'organizzazione della tavola del codice non è ca- 
suale. La maggior parte dei sinonimi occupa lo 
stesso riquadro nella Tabella 30.2; essi cioè diffe- 
riscono solo per il terzo nucleotide. Le uniche ec- 
cezioni sono Arg, Leu e Ser che, avendo sei codo- 
ni ciascuno, devono occupare più di un riquadro. 
XYU e XYC codificano sempre lo stesso amminoa- 
cido; lo stesso per XYA e XYG tranne che in due 
casi. Inoltre, cambiamenti nella prima posizione 
del codone tendono a codificare amminoacidi sì- 
mili (se non lo stesso), mentre codoni con una pi- 
rimidina nella seconda posizione codificano prin- 
cipalmente amminoacidi idrofobici, e quelli con 
una purina in seconda posizione codificano prin- 
cipalmente amminoacidi polari. Apparentemen- 
te il codice si è evoluto in modo da minimizzare 
gli effetti deleteri delle mutazioni. 


W 


Molte delle mutazioni che determinano sostituzioni 
amminoacidiche in una proteina possono essere spie- 
gate, secondo il codice genetico, con una mutazione 
puntiforme. Per esempio, tutte le sostituzioni ammi- 
noacidiche tranne una indicate nella Fig. 30.5 per la 
catena a della triptofano sintetasi originano da cam- 
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Tabella 30.2 Il codice genetico «standard» 


Prima Terza 
posizione Seconda posizione posizione 
(estremità 5) (estremità 37) 


UAA Stop 
UAG Sion 


AUC lle 
AUA 
AUG Met? 


o » 0 clo » 0 ciao » o cia » Oc 


* AUG costituisce tanto parte del segnale di inizio quanto codifica residui di 
Met interni. 


biamenti di singole basi. Come conseguenza della de- 
generazione del codice genetico, però, molte mutazio- 
ni puntiformi in corrispondenza della terza posizio- 
ne del codone sono fenotipicamente silenti; il codone 
mutato, cioè, codifica lo stesso amminoacido del nati- 
vo. La degenerazione può rendere conto del 33% del- 
la variazione dal 25 al 75% del contenuto di G+C 
tra i DNA di diversi organismi (paragrafo 28.1). 
Anche la frequente presenza di Arg, Ala, Gly e Pro 
tende a dare un alto contenuto di G+C, mentre Asn, 
Ile, Lys, Met, Phe e Tyr contribuiscono a dare un 
basso contenuto di G+C. 


Alcuni segmenti di DNA fagico contengono geni 
che si sovrappongono in cornici di lettura diverse 


395] Poiché qualunque sequenza nucleotidica può 
avere tre cornici di lettura, è possibile, per lo meno 
in linea di principio, che un polinucleotide codifichi 
due o anche tre polipeptidi diversi. Questa idea non 
è stata mai seriamente presa in considerazione, pe- 
rò, poiché è sembrato che le limitazioni su anche so- 
lo due geni sovrapposti su cornici di lettura diverse 


_—__——__T——m—_—__r_—_É_É—_mmt_—_—m__—m_—__—————_—_——@——@@—@@—@@@—@—@ ——@—@ 
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sarebbero state troppo grandi per permetterne l’e- 
voluzione in modo che entrambi codificassero pro- 
teine sensate. È stata quindi una grande sorpresa, nel 
1976, la scoperta da parte di Frederick Sanger che 
il DNA del batteriofago $X174 contiene due geni che 
sono interamente contenuti all’interno di geni più 
grandi dalla diversa cornice di lettura (Fig. 30.9). Inol- 
tre, la parte finale dei geni sovrapposti D ed E con- 
tiene la sequenza di controllo del sito di inizio per 
il ribosoma del gene J, così che questo piccolo seg- 
mento di DNA svolge un compito triplo. Anche i 
batteri mostrano questo risparmio nel codificare; la 
sequenza di inizio per il ribosoma di un gene in un 
mRNA policistronico si sovrappone spesso con la fi- 
ne del gene precedente. Ciò non di meno, geni com- 
pletamente sovrapposti sono stati trovati solo in pic- 
coli fagi a DNA a singola elica, che presumibilmente 
devono fare il massimo uso del poco DNA che posso- 
no stivare all’interno del loro capside. 


Il codice genetico «standard» è enormemente 
diffuso ma non universale 


1396] Per molti anni si è pensato che il codice geneti- 


Figura 30.9 La mappa genetica del batteriofago $X174 determinata 
tramite analisi della sequenza di DNA. | geni sono indicati con A, 
B, C ecc. Notate che il gene B è interamente contenuto all’interno 
del gene A e il gene E è interamente contenuto all'interno del gene 
D. Queste coppie di geni vengono lette in cornici di lettura diverse 
e codificano quindi proteine non correlate. Le regioni non marcate 
corrispondono a sequenze di controllo non tradotte. 


co «standard» (quello dato nella Tabella 30.2) fosse 
universale. Questa assunzione si è in parte basata sul- 
l'osservazione che un tipo di organismo (per esem- 
pio E. coli) può tradurre in modo accurato i geni di 
organismi molto diversi (per esempio l’uomo). Que- 
sto fenomeno è infatti alla base dell’ingegneria gene- 
tica. Una volta stabilito il codice genetico «standard», 
presumibilmente al tempo dell’evoluzione prebioti- 
ca (paragrafo 1.4B), qualunque mutazione che alteri 
il modo con cui il codice è tradotto risulterebbe in 
numerosi e deleteri cambiamenti nella sequenza del- 
le proteine. Senza dubbio c’è una forte selezione con- 
tro tali mutazioni. Studi di sequenza del DNA nel 
1981 hanno cionondimeno dimostrato che i codici ge- 
netici di certi mitocondri (i mitocondri contengono i 
propri geni e sistemi di sintesi delle proteine che pro- 
ducono da 10 a 20 proteine mitocondriali) sono va- 
rianti del codice genetico «standard» (Tabella 30.3). Per 
esempio, nei mitocondri dei mammiferi AUA, così 
come il classico AUG, è un codone di Met/inizio, UGA 
codifica Trp anziché «stop» e AGA e AGG sono «stop» 
anziché Arg. Notate che tutti i codici genetici dei 
mitocondri eccetto quelli delle piante semplificano 
il codice «standard» aumentandone la degenerazio- 
ne. Per esempio, nel codice dei mitocondri dei mam- 
miferi, ciascun amminoacido è codificato da almeno 
due codoni che differiscono solo nel terzo nucleoti- 
de. Apparentemente, le limitazioni che prevengono 
alterazioni del codice genetico sono alleggerite dalle 
piccole dimensioni del genoma dei mitocondri. Studi 
più recenti tuttavia hanno rivelato che nei protozoi 
ciliati i codoni UAA e UAG codificano Gin anziché 
«stop». Forse UAA e UAG in un ciliato primordiale 
(che da studi di filogenesi molecolare risulta essersi 
staccato molto presto nell’evoluzione degli eucarioti) 


Tabella 30.3 Le deviazioni dei mitocondri dal codice ge- 
netico «standard» 


Mitocondrio 


UGA AUA CUN*  AGÈ  CGG 
Mammifero Trp Met** Stop 
Lievito di birra Trp Met** Thr ? 
Neurospora crassa Trp ? 
Drosophila Trp Met** Sert** 
Protozoi Trp 
Piante Trp 


Codice «standard» Stop lle Leu Arg Arg 


* N rappresenta uno qualunque dei quattro nucleotidi. 
** Agisce anche come parte di un segnale di inizio. 
*** Solo AGA; non ci sono codoni AGG nel DNA mitocondriale di Drosophila. 


Fonte: BreirengercER, C. A. e RajgHanoary, U. L., Trends Biochem. Sci., 10, 
p. 481, 1985. 
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erano codoni abbastanza rari da permettere una mo- 
dificazione del codice senza inaccettabili effetti dele- 
teri. Ad ogni modo, il codice genetico «standard», an- 
che se ampiamente utilizzato, non è universale. 


2. L’RNA DI TRASFERIMENTO 


La consapevolezza della funzione genetica del 
DNA ha portato alla realizzazione che la cellula in 
qualche modo «traduce» il linguaggio della sequenza 
di basi nel linguaggio dei polipeptidi. Gli acidi nu- 
cleici però non si legano specificamente agli ammi- 
noacidi. Nel 1955 Francis Crick formulò l’ipotesi, co- 
nosciuta come l’ipotesi dell’adattatore, che la tra- 
duzione avvenga con la mediazione di molecole «adat- 
tatrici». Venne postulato che ciascun adattatore por- 
tasse un amminoacido legato in modo enzimaticamen- 
te specifico e riconoscesse il codone corrispondente 
(Fig. 30.10). Crick suggerì che questi adattatori con- 
tenessero RNA dato che così il riconoscimento dei 
codoni sarebbe potuto avvenire mediante appaiamen- 
to di basi complementari. Più o meno in quel tempo, 
Paul Zamecnik e Mahlon Hoagland scoprirono che 
nel corso della sintesi proteica gli amminoacidi ra- 
diomarcati con !*C si legano transitoriamente ad una 
frazione di RNA a basso peso molecolare. Ulteriori 
studi dimostrarono che questi RNA, che inizialmen- 
te vennero chiamati «RNA solubili» o «sRNA» ma che 
sono ora denominati RNA di trasferimento (tRNA), 
sono per l’appunto le presunte molecole adattatrici 
di Crick. 


A. Le strutture 
primaria e secondaria 


398] Nel 1965, dopo uno sforzo durato sette anni, 
Robert Holley ha descritto la prima sequenza di basi 


Polipeptide : - ‘aci . acido 3 


Adattatori 


Acido 
nucleico 


Codonel Casone 2 Codone 3 
Figura 30.10 L'ipotesi dell’adattatore postula che il codice genetico 
venga letto da molecole che riconoscono un particolare codone e 


che portano l’amminoacido corrispondente. 
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Figura 30.11 La sequenza di basi del tRNAAÎ di lievito disegnata 
secondo lo schema a trifoglio. | simboli usati per i nucleosidi modifi- 
cati (colorati) sono descritti nella Fig. 30.13. 


nota di un acido nucleico biologicamente significati 
vo, quello del tRNA dell’alanina di lievito (tRNAA; 
Fig. 30.11). Per poterlo fare Holley ha dovuto supera- 
re parecchi ostacoli: 


1. Tutti gli organismi contengono molte specie di 
tRNA (per lo meno una per ciascuno dei 20 am- 
minoacidi) che, a causa delle loro proprietà quasi 
identiche (vedi più avanti) non sono facilmente 
separati. Hanno dovuto essere sviluppate tecniche 
preparative in grado di fornire i grammi di 
tRNAA! puro di lievito necessario a Holley per 
la sua determinazione della sequenza. 

2. Holley ha dovuto inventare i metodi che sono sta- 
ti inizialmente usati per sequenziare l’RNA (pa- 
ragrafo 28.6). 

3. Dieci delle 76 basi del tRNAA" di lievito sono mo- 
dificate (vedi più avanti). Le loro formule struttu- 
rali hanno dovuto essere chiarite anche se esse 
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non sono mai state disponibili in quantità supe- 
riori al milligrammo. 


Dal 1965 le tecniche di purificazione e sequenza dei 
tRNA sono enormemente migliorate. Ora un tRNA 
può essere sequenziato in pochi giorni usando solo 
— 1g. di materiale. Attualmente sono note le sequen- 
ze di basi di circa 300 tRNA derivati da una grande 
varietà di organismi (molte derivano dalle loro corri- 
spondenti sequenze di DNA). Essi variano in lunghez- 
za da 60 a 95 nucleotidi (18-28 kD) anche se la mag- 
gior parte hanno circa 76 nucleotidi. 

Quasi tutti i tRNA noti, come ha capito per primo 
Holley, possono essere schematicamente organizzati 
nella cosiddetta struttura secondaria a trifoglio (Fig. 
30.12). Partendo dall’estremità 5’ essi presentano le 
seguenti caratteristiche comuni: 


1. Un gruppo fosfato 5’ terminale., 


-OH Stelo 


dell'amminoacido 


3 
A 
Ì 
lo 
Di 
. 
9 

5'p_e- ° 
e 
I 
® 
[i 
® 
I 
® 
24 Braccio Ty C 
. 


RS 


#5, 


Braccio LI I 
accettore | I 
a, 


DA si 
Ù 


# 
R * 
Anticodone 


Figura 30.12 La struttura secondaria a trifoglio del tRNA. i cerchi 
pieni collegati da punti rappresentano gli appaiamenti di basi secon- 
do il modello di Watson e Crick ed i cerchi vuoti nelle regioni a 
doppia elica indicano le basi coinvolte in appaiamenti che non se- 
guono il modello di Watson e Crick. Sono indicate le posizioni inva- 
rianti: R e Y rappresentano rispettivamente purine e pirimidine inva- 
rianti, y significa pseudouracile. | nucleosidi indicati con un asterisco 
sono spesso modificati. Le regioni tratteggiate nei bracci D e variabile 
contengono numeri diversi di nucleotidi nei vari tRNA. 


2. Uno stelo di 7 bp che comprende il nucleotide 
5’ terminale e che può contenere basi non ap- 
paiate secondo il modello di Watson e Crick come 
G-U. Questa struttura è nota come lo stelo ac- 
cettore o stelo dell’amminoacido dato che il 
residuo amminoacidico trasportato dal tRNA è at- 
taccato al suo gruppo OH 3’ terminale (paragrafo 
30.2C). 

Uno stelo di 3 o 4 coppie di basi che termina in 

un’ansa che spesso contiene la base modificata dii- 

drouridina (D). Questi stelo e ansa vengono col- 

lettivamente definiti il braccio D. 

Uno stelo di 5 bp che termina con un anello che 

contiene l’anticodone, la tripletta di basi che è 

complementare al codone specifico per quel tRNA. 

Questa struttura è definita come il braccio del- 

l’anticodone. 

5. Uno stelo di 5 bp che termina con un anello che 

‘di solito contiene la sequenza TyC (dove Y è il 
simbolo di pseudourinina; vedi più avanti). Que- 
sto insieme viene chiamato il braccio T o TYC. 

6. Tutti itRNA terminano nella sequenza CCA, con 
un gruppo OH libero al 3’. La sequenza —CCA 
può essere determinata geneticamente oppure at- 
taccata enzimaticamente al tRNA immaturo (pa- 
ragrafo 29.4C). 

7. Ci sono 13 posizioni che non variano (presentano 
sempre la stessa base) ed 8 posizioni semi-inva- 
rianti (solo una purina o solo una pirimidina) che 
si trovano principalmente nelle regioni ad ansa. 
Queste regioni contengono anche delle porzioni 
invarianti correlate, delle coppie cioè di nucleo- 
tidi non dello stelo che sono appaiate in tutti i 
tRNA. 

La purina al 3’ dell’anticodone è sempre modifi- 
cata. Il significato strutturale di queste caratteri- 
stiche è esaminato nel paragrafo 30.28. 


Da 


5 


Il sito di maggiore variabilità tra i tRNA noti si trova 
nel cosiddetto braccio variabile. Esso possiede da 
3 a 21 nucleotidi e può avere una struttura a stelo 
fino a 7 nucleotidi. Anche la lunghezza dell’ansa D 
varia da 5 a 7 nucleotidi. 


I tRNA presentano numerose basi modificate 


[1399] Una delle caratteristiche peculiari dei tRNA è 
il loro alto numero, fino al 20%, di basi modificate 
postraduzionalmente o ipermodificate. Alcune delle 
più di 50 basi modificate sono illustrate nella Fig. 
30.13 assieme alle loro abbreviazioni convenzionali. 
I nucleosidi ipermodificati, come i8A, sono di solito 
adiacenti al nucleotide al 3’ dell’anticodone quando 
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esso è una A o una U. La loro bassa polarità probabil- fa) 3' 
Derivati dell’uracile . mente rafforza le altrimenti relativamente deboli as- d 
O °) O x sociazioni di queste basi con il codone, aumentando | a OH 
Hc 'a ci e Hx H Hu Cil Hr N quindi la fedeltà della traduzione. Per contro, certe O Nucleotide costante © ss 
N N N ti DI | | metilazioni bloccano l’appaiamento di basi e impedi- {> Purina o pirimidina © stelo accettore 
da 3 Da dA aÌ, Ra scono quindi la formazione di strutture inappropria- costante A 
0) o Ù 2 di 5 te. Nessuna di tali modificazioni, però, è essenziale Lc 
Ribosio Ribosio Ribosio Ribosio per il mantenimento dell’integrità strutturale dei Sé 
Psendonridina (4) ica Ribotimidina (1) 4-tiouridina (s*U) tRNA (vedi più avanti), per il loro corretto legame Sisto 
con il ribosoma o, con una sola eccezione nota (para- si 
SI RI) grafo 30.2C), per il legame con l’enzima che attacca -U 
Derivati della citosma 4 l’amminoacido giusto. La funzione quindi della mag- siete A DRPASTRO 
NH, NH- ces NH, gior parte delle basi modificate rimane sconosciuta 
Ha anche se batteri mutanti incapaci di formare certe 
N77 N7 NT basi modificate non riescono a competere con i corri- 
DU | Do | A | spondenti batteri normali. 
O N o, N iN N | TESS > 
| Lia L : | 20 c-Ge A C@ Ansa | | 
Ribosio Ribosio tres Fiooslo Le basi modificate del tRNA45P ne inibiscono | c-G 48 variabile | 
HT co coo gli errori di «caricamento» i TL RERESsOA TORRE] ii 
3-metilcitidina (mC) N‘acetilcitidina (ac*C) Lisidina (L) Il tRNAA*P di lievito presenta solo otto nucleo- di o. .* 
tidi soggetti a modificazione postrascrizionale. Quan- ‘Cm A 
do viene espresso in vitro questo tRNA viene prodot- © (> Ansa dell'anticodone 
Uli to senza queste modificazioni. Questo tRNA**P non Gma A 
ie e modificato, anche se viene caricato con aspartato in 35 


modo altrettanto corretto rispetto al tRNA nativo non 
modificato, viene anche erroneamente caricato con 
arginina con una efficienza di molto aumentata. È (6) 
evidente che alcune di queste modificazioni hanno 


la funzione di prevenire l’erroneo caricamento del 
tRNAA5P. 


NHo CIT, A 
usi cu ÎI 
NT N N N Ni 
OO a, I 
N \ \ 


Ribosio Ribosio Ribosio 


1-metiladenosina (m'A) N5-isopenteniladenosina (i°A) Inosina (1) 


B. La struttura terziaria 
ivati dell i nto MIDO MIBNCAR 
MERATE Ea 1401] I primi studi fisico-chimici del tRNA hanno mo- 


Derivati dell’adenina 


L o 1° o strato che esso ha una conformazione ben definita. 
GI j I Nonostante numerosi studi di idrodinamica, di spet- 
Hr NT Bea N * N N troscopia e di induzione di legami chimici crociati, 
Igo, E REI 
; N N N 
HyN Si n CRENT Ng a È 
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Figura 30.14 La struttura del tRNAPh€ di lievito. (a) La sequenza di 
basi disegnata secondo la struttura a trifoglio. Gli appaiamenti di basi 
sono rappresentati da linee rosse sottili che collegano le basi che 
partecipano alle interazioni. Le basi che sono conservate o semicon- 
servate in tutti i tRNA sono all’interno di cerchi tracciati con linee 
continue e tratteggiate rispettivamente. L'estremità 5’ è colorata in 
verde brillante, lo stelo accettore è giallo, il braccio D è bianco, il 
braccio dell’anticodone è in verde chiaro, il braccio variabile è in 
arancione, il braccio TYC è in azzurro, e l'estremità 3’ è in rosso. 
(b) La struttura ai raggi X disegnata in modo da mostrare come gli 
steli di basi appaiate sono organizzati per dare la forma a L della 
molecola. L'impalcatura di zuccheri-fosfati è rappresentata da un na- 
stro con gli stessi colori della parte a. (Per gentile concessione di 
Michael Carson, University of Alabama, Birmingham.) 


N?,N?-dimetilguanosina (m 3 G) 


\ 
Ribosio 
CH 
N"-metilguanosina (m°G) Rat Wyosina (Wyo) 
(0) 
| 
Re CHLCHLCEHCCOCH a 
chimicamente dalla adenosina. | nucleosidi possono anche essere me- . 


Figura 30.13 Una selezione dei nucleosidi modificati che sono pre- 
senti nei tRNA con le loro abbreviazioni standard. Notate che la ino- 
sina, anche se assomiglia chimicamente alla guanosina, deriva bio- 


tilati in corrispondenza delle loro posizioni 2° del ribosio dando ori- 
gine a residui indicati, per esempio, con i simboli Cm, Gm e Um. 


1032 Capitolo 30 


RR RIT n LELE 


© 88-08-10538-5 


la sua struttura tridimensionale è rimasta però un 
enigma fino al 1974. In quell’anno la struttura ai raggi 
x, a 2,5 À di risoluzione, di un cristallo di tRNAPhe 
di lievito è stata descritta separatamente da Alexan- 
der Rich in collaborazione con Sung Hou Kim e da 
Aaron Klug, in una diversa forma cristallina. La mo- 
lecola assume una conformazione a L in cui un brac- 
cio della L è formato dallo stelo accettore e dallo stelo 
a T ripiegati in una doppia elica continua simile a 
DNA-A (paragrafo 28.2B) e l’altro braccio è analoga- 
mente composto dallo stelo D e dallo stelo dell’antico- 
done (Fig. 30.14). Ciascun braccio della L è lungo — 60 
À e l’anticodone e il sito accettore dell’amminoacido 


Figura 30.15 | nove appaiamenti terziari nel tRNAPP® di lievito. No- 
tate come tutti tranne uno coinvolgano appaiamenti non canonici se- 
condo lo schema di Watson e Crick e come siano tutti localizzati 
vicino all'angolo della L. (Fonte: Kim, S.H., in ScHimmeL, P.R., SÒLL, 
D. e ABELSON, ].N., (curatori), Transfer RNA: Structure, Properties and 
Recognition, p. 87, Cold Spring Harbor Laboratory, 1979.) 


Guanina 18 
n°) 
Ribosio nd 


vee 


Guanin 


a n 
19° o. 


Ribosio 


| 


dI Ribosi <A Par 
IDOSIO 5 ti 
Ribosio d / % e 


Guanina 15 


Citosina 48 


5%, 


- Ribosio 


dell’anticodone “& 


Ribosio 


Ribosio 


} 


Guanina 22 ? di 


Ribosio 


Aa Stelo dell’anticodone 
Fa Le 


«A. Anticodone 
3 G 


sono alle estremità opposte della molecola, lontani 
= 76 À. Il fatto che il tRNA nativo sia così sottile, 
20-25 À di larghezza, è essenziale per la sua funzio- 
ne biologica: durante la sintesi proteica due molecole 
di RNA devono simultaneamente legarsi a codoni 
adiacenti sull’mRNA, in stretta vicinanza (paragrafo 
30.3D). 


La complessa struttura terziaria dei tRNA 


è mantenuta ad opera di legami idrogeno 
e di interazioni cooperative da impilamento 


[1402] La complessità strutturale del tRNAPh® di lie- 
vito ricorda quella di una proteina. Anche se solo 
42 delle sue 76 basi sono presenti sotto forma di steli 
a doppia elica, 71 di esse partecipano ad associazioni 
cooperative da impilamento (Fig. 30.15). La struttura 
contiene anche 9 interazioni a coppie di basi che le- 
gano la sua struttura terziaria (Figg. 30.14a e 30.15). 
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È interessante notare che tutte, tranne una, queste 
interazioni terziarie, che sembrano essere i sostegni 
fondamentali della struttura della molecola, non so- 
no associazioni secondo il modello di Watson e Crick. 
Inoltre, la maggior parte delle basi coinvolte in que- 
ste interazioni sono o invarianti o semiinvarianti, il 
che suggerisce fortemente che tutti i tRNA abbiano 
una conformazione simile (vedi più avanti). La strut- 
tura viene anche stabilizzata da numerosi legami idro- 
geno insoliti tra le basi ed i gruppi fosfato o i gruppi 
2'-OH dei residui di ribosio. 

La struttura compatta del tRNAPh di lievito deri- 
va dal suo grande numero di associazioni intramole- 
colari, che rendono la maggior parte delle sue basi 
inaccessibili al solvente. Le eccezioni più rilevanti so- 
no le basi dell’anticodone e quelle dell’estremità 
—CCA che porta l’amminoacido. Senza dubbio, en- 
trambi questi gruppi devono risultare accessibili per 
poter svolgere la loro funzione biologica. 

L’osservazione che la struttura del tRNAP®® di lie- 
vito in due diverse forme cristalline è essenzialmen- 
te la stessa, conferisce molto credito alla supposizio- 
ne che la sua struttura cristallina assomigli molto al- 
la sua struttura in soluzione. RNA di trasferimento 
diversi da tRNAPP€ di lievito sono stati, notoriamen- 
te e sfortunatamente, difficili da cristallizzare. Fino 
ad oggi sono state descritte le strutture cristalline, 
tutte ad una risoluzione di 3,0 À o più, di solo tre 
altre specie di tRNA nativi. Le strutture molecolari 
di questi tRNA assomigliano moltissimo a quella del 
tRNA?h€ di lievito. Le maggiori differenze strutturali 
tra di essi derivano tanto da una apparente flessibilità 
nell’ansa dell’anticodone e nell’estremità —CCA quan- 
to da una mobilità a cardine tra i due bracci della 
L, che dà al tRNA4*P di lievito, per esempio, una for- 
ma simile a quella di un boomerang. Queste osserva- 
zioni sono coerenti con quanto ci si aspetta dal fatto 
che tutti i tRNA devono accedere alle stesse cavità 
dei ribosomi. 


La struttura ai raggi X di un tRNA 
sotto forma di complesso 
con la sua amminoacil-tRNA sintetasi 


[1403] È stata determinata la struttura ai raggi X della 
glutamminil4tRNA sintetasi (GInRS) di E. coli sotto 
forma di complesso con tRNAS!" e ATP a una riso- 
luzione di 2,8 À; essa rappresenta la prima struttura 
descritta di una amminoacil-tRNA sintetasi sotto for- 
ma di complesso con il suo tRNA. Il tRNA assume 
una conformazione a L molto simile a quella di altri 
tRNA di cui sono state descritte le strutture (Fig. 
30.14b, per esempio). GlnRS è una proteina mono- 


merica di 553 residui che consiste di quattro domini 
organizzati in modo da formare una molecola allun- 
gata che è significativamente più lunga del tRNA. 
La proteina interagisce con il tRNA lungo l’intera fac- 
cia interna della L di modo che l’anticodone è legato 
vicino ad una estremità della proteina e lo stelo ac- 
cettore vicino all’altra estremità. 

Il tRNA legato alla proteina differisce struttural- 
mente dal tRNAPh® di lievito per il fatto che l’ansa 
dell’anticodone del tRN AS!" adotta una conformazio- 
ne mai osservata in precedenza per cui le basi del- 
l’anticodone non sono incolonnate ma si proiettano 
all’esterno per interagire con gruppi reattivi sulla pro- 
teina in quella che sembra essere una interazione 
sequenza-specifica. In un’altra differenza conforma- 
zionale significativa con il tRNAP®°, l’estremità 
—CCA al 3’ del tRN AS forma una curva a forcina 
girata verso l’interno della L invece che proseguire 
secondo l'andamento dell’elica, aprendo così la pri- 
ma coppia di basi nello stelo accettore (U1-A72). L’e- 
stremità CCA del tRNA, quindi, si inserisce profon- 
damente in una tasca della proteina che contiene an- 
che ATP e glutammina, substrati della sintetasi. Tre 
«dita» della proteina si inseriscono nella scanalatura 
secondaria dello stelo accettore dando origine ad inte- 
razioni sequenza-specifiche. (Ricordate che il DNA-B, 
che ha una scanalatura principale larga ma una se- 
condaria stretta, paragrafo 28.2A, interagisce con le 
proteine principalmente attraverso la scanalatura 
principale: Figg. 29.20 - 29.23, per esempio; mentre 
RNA, che assume una struttura analoga a quella del 
DNA-A (paragrafo 28.2B), ha una scanalatura princi- 
pale troppo stretta per permettere l’inserimento di 
proteine ma una scanalatura secondaria ampia.) Que- 
ste osservazioni strutturali vanno a sostegno dei dati 
genetici e biochimici che indicano che le sette basi 
all’estremità dello stelo accettore (tranne la sua estre- 
mità CCA) costituiscono assieme alla base centrale del- 
l’anticodone i principali elementi di identità del 
tRNASID, i 

Il dominio della GinRS che lega glutammina, ATP 
e l'estremità CCA del tRNAS!" assume la conforma- 
zione ripiegata di legame con i nucleotidi (ripiega- 
mento di Rossmann) posseduta per esempio da mol 
te proteine leganti NAD* e ATP (paragrafo 7.3B). 
Gran parte di questo dominio è quasi sovrapponibile 
ai domini corrispondenti di tirosina-tRNA sintetasi 
(TyrRS) e metioninatRNA sintetasi (MetRS). Questi 
tre domini sono ovviamente evoluzionisticamente cor- 
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C. La amminoacil-tRNA sintetasi 


Una traduzione accurata richiede due fasi di 
riconoscimento ugualmente importanti: (1) la scelta 
del corretto amminoacido per il legame covalente a 
un tRNA; e (2) la selezione codificata dall'mRNA del 
tRNA caricato con l’amminoacido. Nel primo di que- 
sti passaggi, che è catalizzato da un enzima 
amminoacido-specifico noto come amminoaciltRNA 
sintetasi, un amminoacido viene legato al residuo 
di ribosio 3’-terminale del suo tRNA specifico forman- 
do un amminoacil-tRNA (Fig. 30.16). Questo pro- 
cesso, altrimenti non favorevole, è sostenuto dall’i- 
drolisi di ATP che avviene in due reazioni sequen- 
ziali catalizzate da un singolo enzima. 
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Figura 30.16 Negli amminoaciltRNA il residuo amminoacidico è este- 
rificato al nucleoside 3'-terminale del tRNA sul gruppo 3°-OH, come 
mostrato qui, o sul gruppo 2-OH. 


1. L’amminoacido viene prima «attivato» dalla rea- 
zione con LATP formando un amminoacil- 
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che può essere isolato, con la maggior parte delle 
amminoacil-tRNA sintetasi in assenza di tRNA, 
anche se normalmente rimane strettamente lega- 
to all’enzima. 

2. L’anidride mista quindi reagisce con il tRNA for- 
mando l’amminoaciltRNA: 


amminoacil-AMP +tRNA =" 
== amminoacil-tRNA + AMP 


Alcune amminoacil-tRNA sintetasi legano esclusiva- 
mente un amminoacido al gruppo 2‘'-OH terminale 
del loro corrispondente tRNA, altre lo legano al grup- 
po 3’-OH ed altre ancora ad entrambe queste posi- 
zioni. Questa selettività, o la sua assenza, è stata de- 
terminata mediante l’uso di tRNA chimicamente mo- 
dificati in modo da essere privi del gruppo 2'-OH 
o 3‘-OH del loro residuo di ribosio 3‘-terminale. L’u- 
so di questi derivati si è reso necessario per il fatto 
che, in soluzione, il gruppo amminoacilico si equili- 
bra rapidamente tra le posizioni 2° e 3°. 

La reazione complessiva di attacco dell’amminoacido è 


amminoacido + tRNA + ATP == 

== amminoaciltR. A+ AP+PP; 
Questi passaggi della reazione sono prontamente re- 
versibili poiché l’energia libera di idrolisi dei legami 
formati nell’amminoacil-adenilato e nell’amminoacil- 
tRNA è paragonabile a quella dell’idrolisi di ATP. 
La reazione complessiva è portata a compimento dal- 
l’idrolisi, catalizzata dalla pirofosfatasi inorganica, del 
PP; generato nel primo passaggio della reazione. 
L'attivazione dell’amminoacido assomiglia quindi chi- 
micamente all’attivazione degli acidi grassi (paragra- 
fo 23.2A); le principali differenze tra questi due pro- 
cessi, che sono stati entrambi illustrati da Paul Berg, 
è che il tRNA è l’accettore di gruppi acilici nell’atti- 
vazione degli amminoacidi, mentre nell’attivazione 
degli acidi grassi questo compito è svolto da CoA. 


AmminoaciltRNA sintetasi diverse 
sono correlate solo lontanamente 


[1405] Le cellule devono avere per lo meno una 
amminoacil-tRNA sintetasi per ciascuno dei 20 am- 
minoacidi. La somiglianza delle reazioni catalizzate 
da questi enzimi e la somiglianza strutturale di tutti 
i tRNA suggerisce che tutte le amminoacil-tRNA sin- 
tetasi siano evolute da un progenitore comune e che 
quindi debbano essere strutturalmente correlate. Que- 
sto però non sembra essere il caso. Infatti, le ammi 
noacil-tRNA sintetasi formano un gruppo di enzimi 
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non omogeneo. Più di 100 di questi enzimi sono stati 
caratterizzati ed hanno ciascuno uno di quattro di- 
versi tipi di struttura in subunità, a, &2, &4 e 2, Bz, 
con dimensioni che variano da 334>1000 residui. 
Inoltre, anche se le sintetasi specifiche per un dato 
amminoacido mostrano una considerevole omologia 
di sequenza fra organismo e organismo, cì sono po- 
che omologie di sequenza tra sintetasi specifiche per 
amminoacidi diversi. Molto probabilmente, le am- 
minoacil-tRNA sintetasi sono nate molto presto du- 
rante l'evoluzione, prima dello sviluppo del resto del 
moderno apparato di sintesi proteica, a parte i tRNA. 


La tirosil-tRNA sintetasi funziona 
tramite il legame dello stato di transizione 


(1406) La struttura ai raggi X della tirosil-tRNA sinte- 
tasi derivata dal Bacillus stearothermophilus, deter- 
minata da Bavid Blow, è illustrata’ nella Fig. 30.17. 
La subunità di 419 residui di questo dimero a. con- 
tiene una regione a foglietto ripiegato 8 che ricorda 
la struttura ripiegata che lega il dinucleotide (para- 
grafo 7.3B), che forma il sito di legame del tirosilade- 
nilato. La struttura di questa regione è notevolmente 
simile alla regione che lega l’ATP della metionitRNA 
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Figura 30.17 La struttura ai raggi X dei residui da 1 a 320 della tirosil- 
tRNA sintetasi. La posizione dell'asse di simmetria di questa proteina 
dimerica è indicata in basso a sinistra. (Fonte: BLOW, D.M. e BRICK, 
P., in JURNAK, F.A. e MCPHERSON, A., Biological Macromolecules and 
Assembly, Vol. 2: Nucleic Acids and Interactive Proteins, p. 448, Wi- 
ley, 1985.) 


sintetasi di E. coli, l’unica altra amminoaciltRNA sin- 
tetasi di struttura nota. I 99 residui C-terminali della 
tirosi-tRNA sintetasi, così come tre altri piccoli seg- 
menti della sua catena polipeptidica, non sono visibi- 
li nella struttura cristallina e si presume quindi che 
siano conformazionalmente disordinati. Ciascuno di 
questi segmenti ha parecchi residui di Lys e Arg che 
sono implicati nel legame della molecola polianioni- 
ca di tRNA. I soli 320 residui N-terminali, infatti, ge- 
nerati con tecniche di ingegneria delle proteine, ca- 
talizzano la formazione di tirosina adenilata con kca 
e Kyy inalterate ma non sono in grado né di legare 
l’amminoacido né di legare tRNA!Y. La maggior 
parte delle proteine che legano acidi nucleici di strut- 
tura nota, come vedremo, presentano regioni con- 
formazionalmente mobili che interagiscono con il lo- 
ro acido nucleico corrispondente. È stato quindi pro- 
posto che queste regioni disordinate leghino il loro 
acido nucleico corrispondente mediante interazioni 
flessibili. 

Anche se il modo in cui la tirosil-tRNA sintetasi 
interagisce con tRN AT” rimane oscuro, la costruzio- 
ne di modelli unita a studi di ingegneria delle protei- 
ne ha mostrato come questo enzima adenila la tirosi- 
na. Studi chimici hanno dimostrato che questa rea- 
zione procede mediante un’inversione della configu- 
razione in corrispondenza del fosforo a dell'ATP. 
Questa osservazione implica che la reazione coinvol- 
ga un singolo spostamento in cui il gruppo tirosilcar- 
bossilico è il gruppo nucleofilico e PP; è il gruppo 
che si distacca (Fig. 30.18a). La costruzione di model- 
li effettuata da Alan Fersht e Greg Winter su queste 
premesse, associata alla determinazione della strut- 
tura ai raggi X del complesso tirosil-adenilato della 
tirosil-tRNA sintetasi, indica che l'enzima funziona 
legando di preferenza lo stato di transizione (para- 
grafo 14.1F): il fosfato y nello stato di transizione pen- 
tacoordinato della reazione, ma non i suoi reagenti 
né i suoi prodotti, si lega tramite legame idrogeno 
alle catene laterali Thr 40 e His 45 dell’enzima (Fig. 
30.18b). Fersht e Winter hanno confermato questa 
conclusione tramite studi di ingegneria delle protei- 
ne in cui hanno sostituito Thr 40 con Ala e/o His 
45 (che è evoluzionisticamente conservata nelle 
amminoacil-tRNA sintetasi) con Gly. Tutti questi en- 
zimi mutanti mostrano attività catalitiche enorme- 
mente ridotte (una riduzione di 3x 105 volte nella 
kcat del doppio mutante) anche se tutti legano sia ti- 
rosina che ATP con affinità praticamente inalterata. 
Notate come le interazioni che stabilizzano lo stato 
di transizione avvengano ad una certa distanza dal 
sito di reazione del fosforo a. Inoltre, l'enzima non 
ha gruppi funzionali cataliticamente attivi, come aci- 
di o basi generali, in vicinanza del sito di reazione. 
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Figura 30.18 Il meccanismo della formazione di tirosil adenilato cata- 
lizzata dalla tirosil-tRNA sintetasi. (a) Nel meccanismo chimico della 
reazione il gruppo tirosil carbossilico si attacca in modo nucleofilico 
al fosforo a dell'ATP (in alto) con una singola reazione di spostamen- 
to che procede attraverso uno stato di transizione bipiramidale trigo- 
nale (in mezzo) dando tirosil adenilato e PP; (in basso). (b) Studi di 
costruzione di modelli basati sulla struttura ai raggi X della tirosil- 
tRNA sintetasi sotto forma di complesso con tirosil adenilato (un com- 
plesso stabile in presenza di tRNA!”) indicano che il fosfato y del- 
l'ATP che reagisce forma legami idrogeno con Thr 40 e His 45 (in 
alto) solo nello stato di transizione della reazione. Il tirosil adenilato 
forma anche 12 legami idrogeno con l'enzima (parecchi di essi sono 
qui indicati con linee tratteggiate) che apparentemente non vengono 
disturbati in modo significativo nello stato di transizione. (Fonte: LEA- 
THERBARROW, R.)., FERSHT, A.R. e WINTER, G., Proc. Natl. Acad. Sci., 
82, p. 7841, 1985.) 


Evidentemente, le reattività intrinseche del gruppo 
nucleofilico tirosilcarbossile e il distacco del gruppo 
PP; attivato dell’ATP sono sufficienti a sostenere la 
reazione ad un ritmo sufficientemente alto (con un 
aumento di — 10° volte rispetto alla reazione non ca- 
talizzata) con il solo legame dello stato di transizione 
associato alla vicinanza dei reagenti e agli effetti del- 
l'orientamento (paragrafo 14.1E). 


La seril-tRNA sintetasi rappresenta 
una seconda classe strutturale di sintetasi 


È stata determinata a una risoluzione di 2,5 À 
la struttura ai raggi X della seril-tRNA sintetasi 
(SerRS) di E. coli. Questo dimero di due subunità 
identiche di 430 residui carica tanto tutti e cinque 
i tRNAS®" isoaccettori prodotti da E. coli quanto il suo 
tRNA*5. La subunità SerRS è costituita da due do- 
mini. I 100 residui N-terminali formano un notevole 
braccio esposto al solvente costituito da due a-eliche 
antiparallele superavvolte lunghe 60 À unite da un 
corto segmento di catena distesa. La porzione restan- 
te della subunità è un dominio globulare costruito 
intorno a un nucleo formato da una struttura Ba 
foglietto ripiegato costituito da 7 segmenti antiparal- 
leli. Se viene osservato lungo il suo asse di simme- 
tria, il dimero mostra una forma che richiama la let- 
tera Z in cui la base e la cima della lettera sono for- 
mati dalle strutture superavvolte e la parte centrale 
è generata dai due domini globulari che sono estesa- 
mente associati attraverso l’asse di simmetria. An- 
che se non c’è evidenza strutturale né biochimica sulla 
localizzazione del sito attivo dell’enzima si ritiene che 
esso occupi una profonda depressione sulla superfì- 
cie del dominio globulare delimitata da anse polipep- 
tidiche e contenente numerosi residui basici. Al con- 
trario di GlnRS, SerRS non ha una lunghezza suffi- 
ciente a legare simultaneamente sia l'estremità CCA 
che l’anticodone di un tRNA. È stato quindi suggeri- 
to che il braccio elicoidale di SerRS funzioni come 
un montante disteso per puntellare lo stelo dell’anti- 
codone del tRN AS". Notate come SerRS non conten- 
ga una struttura ripiegata in grado di legare nucleo- 
tidi come invece si trova nelle altre amminoaciltRNA 
sintetasi di cui è nota la struttura (GlnRS, MetRS e 
TyrRS). 


Le caratteristiche strutturali riconosciute 
dalla amminoacil-tRNA sintetasi 
possono essere molto semplici 


1408) Sono stati fatti considerevoli sforzi per spiega- 
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Figura 30.19 Gli elementi distintivi di quattro tRNA. Ciascuna base 
nel tRNA è rappresentata con un cerchio. | cerchi rossi indicano le 
posizioni che è stato dimostrato che rappresentano elementi di identi- 
tà per il riconoscimento del tRNA da parte della amminoacil-tRNA 
sintetasi corrispondente. In ogni caso, possono ancora essere scoperti 
altri elementi di identità. (Fonte: ScHuLman, L.H. e ABELSON, ]., Scien- 
ce, 240, p. 1592, 1988.) 


re il modo in cui le amminoaciltRNA sintetasi rico- 
noscono i loro tRNA corrispondenti. I metodi utiliz- 
zati per raggiungere questo scopo comprendono l’u- 
so di frammenti specifici di tRNA, di tRNA alterati 
tramite mutazioni, e di agenti capaci di indurre le- 
gami crociati chimici. I siti di contatto più comuni 
della sintetasi sul tRNA si trovano sulla faccia più 
interna (concava) della L. A parte questo, non sem- 
bra esserci molta regolarità su come i vari tRNA ri 
conoscano le loro rispettive sintetasi. Le sintetasi più 
piccole, infatti, sembrano riconoscere solo il sito ac- 
cettore dei loro tRNA, mentre gli enzimi più grandi 
entrano in contatto con una porzione maggiore della 
superficie interna dei tRNA. L’anticodone quindi non 
partecipa necessariamente a questo processo di rico- 
noscimento. 


Quanto appena detto suggerisce che le caratteristi 


che di un tRNA riconosciute dalla sua corrisponden- 
te amminoacil-tRNA sintetasi siano idiosincratiche. 
Manipolazioni genetiche effettuate da Paul Schimmel 
hanno rivelato che queste caratteristiche, almeno per 
un tipo di tRNA, sono sorprendentemente semplici. 
Numerose alterazioni nella sequenza del tRN AA? di 
E. coli non sembrano influenzarne apprezzabilmen- 
te la capacità di essere amminoacilato con alanina. 
La maggior parte però delle sostituzioni di basi nella 
coppia G3 - U70 situata nello stelo accettore del tRNA 
(Fig. 30.19a) diminuisce grandemente questa reazio- 
ne. L’introduzione, inoltre, di una coppia G-U nel- 
l’analoga posizione di tRNA5 e di tRNAPP ne de- 
termina la amminoacilazione con alanina anche se 
ci sono poche altre similarità di sequenza tra questi 
tRNA mutanti e il tRN AA (quello nella Fig. 30.20). 
La alanil-tRNA sintetasi di E. coli, infatti, amminoaci- 
la persino efficientemente una «microelica» di 24 nu- 
cleotidi derivata dal solo stelo accettore contenente 
G3- U70 del tRNAAk di E. coli. Poiché l’unico tRNA 
noto di E. coli, che normalmente ha la coppia di basi 
G3- U70, è il tRNAAh, e questa coppia di basi è pre- 
sente anche nel tRNAA di molti organismi compre- 
so il lievito (Fig. 30.11), le precedenti osservazioni 
suggeriscono fortemente che la coppia di basi 


Figura 30.20 Un modello tridimensionale del RNA"? di E. coli ba- 
sato sulla struttura ai raggi X del tRNAPP® di lievito (Fig. 30.14) in 
cui i nucleotidi che sono diversi nel tRNA®" di E. coli sono eviden- 
ziati in blu-bianco e la coppia di basi G3 - U70 è evidenziata in avo- 
rio. (Per gentile concessione di Ya-Ming Hou, MIT.) 
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G3- UTO sia una delle caratteristiche principali rico- 
nosciute dalle alanil-tRNA sintetasi. Questi enzimi 
presumibilmente riconoscono la forma distorta della 
coppia di basi G - U (Fig. 30.15), un’idea questa soste- 
nuta dall’osservazione che cambiamenti di basi a li- 
vello di G3- U70 che influenzino minimamente l’i- 
dentità di accettore di tRNA4l danno origine a cop- 
pie di basi che assomigliano strutturalmente a G-U. 

Gli elementi di tre altri tRNA riconosciuti dalle 
loro corrispondenti tRNA sintetasi sono indicati nel- 
la Fig. 30.19. Come succede con tRNAÉl questi ele- 
menti di identificazione sembrano comprendere s0- 
lo poche basi. Notate come l’anticodone sia uno de- 
gli elementi di identificazione in due di questi tRNA. 
In un altro esempio di anticodone come elemento 
di identificazione, il tRNA! di E. coli specifico per 
il codone AUA ha l’anticodone LAU dove L è una 
lisina, una citosina modificata il cui gruppo 
2-chetonico è sostituito dall’amminoacido lisina (Fig. 
30.13). In questo contesto la L si appaia con A invece 
che con G, un caso unico di modificazione di una 
base che altera la specificità dell’appaiamento. La 
sostituzione di questa L con una C non modificata 
dà, come ci si aspetterebbe, un tRNA che riconosce 
il codone di Met AUG (i codoni legano gli anticodoni 
in modo antiparallelo). Sorprendentemente, però, 
questo tRN A! alterato è anche un substrato molto 
migliore per la metioniltRNA sintetasi di quanto 
lo sia per l’isoleucil-tRNA sintetasi. Sia il codone che 
la specificità amminoacidica di questo tRNA sono 
quindi modificati da una singola modificazione po- 
strascrizionale. 


Ci sono due classi di amminoacil-tRNA sintetasi 


Il confronto tra le sequenze note delle 
amminoacil-tRNA sintetasi suggerisce che questi en- 
zimi si possono dividere in due famiglie non correla- 
te chiamate sintetasi di Classe I e sintetasi di Classe 
II. Gli enzimi di Classe I, rappresentati da GlnRS, 
MetRS, TyrRS e da altre sei sintetasi, anche se pre- 
sentano sequenze molto diverse condividono due seg- 
menti omologhi che non sono presenti in altre pro- 
teine: 1) una «sequenza firma» che contiene il tetra- 
peptide ancora più conservato His-X-Gly-His (HXGH) 
in cui X è un residuo idrofobico spesso rappresenta- 
to da Ile; e 2) unà sequenza consenso tetrapeptidica 
Lys-Met-Ser-Lys (KMSK). Entrambe queste sequenze 
occupano posizioni analoghe nel ripiegamento che 
lega i nucleotidi in GInRS, MetRS e TyrRS, in cui sia 
il segmento HXGH che quello KMSK partecipano al 
legame con l’ATP. Le sintetasi di Classe II, che com- 
prendono la SerRS e altre nove sintetasi, sono prive 


TM 


© 88-08-10538-5 


delle suddette sequenze ma hanno numerosi altri 
«motivi» in comune nelle loro sequenze. 

È noto che molti enzimi di Classe I hanno bisogno 
di riconoscere l’anticodone per poter caricare con 
l’amminoacido il loro corrispondente tRNA. Per con- 
tro, numerosi enzimi di Classe II, compresa SerRS, 
non sembrano interagire con l’anticodone del tRNA 
ad essi corrispondente. Si è visto infatti che AlaRs 
e HisRS, entrambi enzimi di Classe II, caricano accu- 
ratamente con l’amminoacido delle «microeliche» de- 
rivate dal solo stelo accettore del tRNA ad esse corri- 
spondente. Un'altra differenza evidente tra sintetasi 
di Classe I e di Classe II è che gli enzimi di Classe 
I attaccano gli amminoacidi al gruppo 2'-OH dell’e- 
stremità 3/ del tRNA mentre gli enzimi di Classe 
II li attaccano al gruppo 3’-OH (anche se, una volta 
attaccati, il gruppo amminoacilico si equilibra rapi- 
damente tra queste due posizioni). L'osservazione che 
quando due amminoacidi hanno una natura chimica 
simile è il più grosso ad essere caricato da un enzima 
di Classe II mentre il più piccolo è caricato da un 
enzima di Classe I (vedete ad esempio le coppie Lys 
e Arg ed Asp e Glu) ha portato ad ipotizzare che 
l’esistenza di due diverse classi di sintetasi abbia per- 
messo l'evoluzione di meccanismi di correzione effi- 
cienti. 


L’attività di rilettura e correzione aumenta 
la fedeltà dell’attacco dell’amminoacido al tRNA 


[10] Il caricamento di un tRNA con il corrisponden- 
te amminoacido è un processo notevolmente accura- 
to. Misurazioni sperimentali indicano, per esempio, 
che a pari concentrazioni di isoleucina e valina la 
isoleuciltRNA sintetasi trasferisce circa 50 000 isoleu- 
cine sul tRNA! per ogni valina trasferita sullo stes- 
so tRNA. Non ci sono però sufficienti differenze strut- 
turali tra Val e Ile da permettere un così alto grado 
di accuratezza nella generazione diretta degli 
amminoacil-tRNA. Sembra probabile che la isoleucil- 
{RNA sintetasi abbia un sito di legame di dimensioni 
sufficienti ad accogliere la isoleucina ma non ammi 
noacidi più grandi. D'altra parte, la valina, che diffe- 
risce dall’isoleucina solo per la mancanza di un sin- 
golo gruppo metilenico, entra nel sito di legame per 
l’isoleucina. L'energia libera di legame di un gruppo 
metilenico è stimata in — 12 kJ - mol7!. L'equazione 
[3.16] indica che il rapporto ftra le costanti di equili- 


‘brio, Ki e K2, con cui le due sostanze si legano ad 


un dato sito di legame, è dato da 


FER essre [30.1] 
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3 B8-08-10538-5 


dove AAG°®'=AG3"— AG3' è la differenza tra le ener- 
gie libere di legame delle due sostanze. Si stima quin- 
di che la isoleucil-tRNA sintetasi riesca a discrimina- 
re tra la isoleucina e la valina per un fattore non 
superiore a circa 100. 

Berg ha risolto questo apparente paradosso di- 
mostrando che, in presenza del tRNA®, l’isoleucil- 
{RNA sintetasi catalizza l’idrolisi quantitativa di vali- 
na-adenilato a valina+ AMP invece che formare 
ValtRNA!E. L’amminoaci-tRNA sintetasi, quindi, 
sottopone gli amminoacil-adenilati ad una fase di cor- 
rezione che avviene, è stato dimostrato, su di un di- 
verso sito catalitico. Questo sito, presumibilmente, le- 
ga i residui di Val ma esclude i residui di Ile, più 
grandi. La selettività complessiva dell’enzima è quin- 
di il prodotto delle selettività dei due passaggi di ade- 
nilazione e di correzione, e rende quindi conto dell’al- 
ta fedeltà della traduzione. Molte altre sintetasi di- 
scriminano contro gli amminoacidi ad esse non cor- 
rispondenti nello stesso modo. Le sintetasi che han- 
no una selettività adeguata per il loro amminoacido 
corrispondente (per esempio, la tirosil-tRNA sinteta- 
si discrimina tra tirosina e fenilalanina per mezzo 
di un legame idrogeno con il gruppo OH della tirosi- 
na) sono prive di funzioni di correzione: la correzio- 
ne avviene a spese dell’idrolisi di ATP, il prezzo ter- 
modinamico dell’alta fedeltà (ordine aumentato). 


D. Le interazioni codone-antitodone 


Durante la sintesi proteica il tRNA appropriato 
viene selezionato solo mediante interazioni codone- 
anticodone; il gruppo amminoacilico non partecipa a 
questo processo. Questo fenomeno è stato dimostrato 
in questo modo. Un Cys-tRNA©®5, in cui il residuo 
Cys è radiomarcato con !C, è stato desolforato in 
modo riduttivo con nickel di Raney in modo da con- 
vertire il residuo Cys in Ala: 


H 0 


LUI 
HS— CHo — C—CT—_ 0 tRNAC 
| 


+ Ni(H), 
NHÎ 


Cys-tRNA°Y5 Nickel di Raney 


i ri + HyS + Ni 
NHÎ 


Ala-tRNACS 


La traduzione 1039 


Il risultante ibrido radiomarcato con !*C, Ala-tRNA5, 
è stato aggiunto a un sistema in vitro di sintesi pro- 
teica derivato da reticolociti di coniglio. L'unico pep- 
tide triptico radioattivo della catena a dell’emoglobi- 
na così prodotta è risultato essere quello che normal. 
mente contiene l’unica Cys della subunità. Non è sta- 
ta trovata radioattività nei peptidi che normalmente 
contengono Ala ma non Cys. Evidentemente, solo gli 
anticodoni degli amminoacil4tRNA sono coinvolti nel 
riconoscimento del codone. 


La degenerazione del codice genetico è mediata 
soprattutto dalla variabilità della terza posizione 
delle interazioni codone-anticodone 


Ci si potrebbe ingenuamente aspettare che cia- 
scuno dei 61 codoni codificanti un amminoacido fos- 
se letto da un diverso tRNA. Anche se, però, la mag- 
gior parte delle cellule contiene parecchi gruppi di 
tRNA isoaccettori (tRNA diversi che sono specifici 
per lo stesso amminoacido), molti tRNA legano due 
o tre dei codoni che codificano il loro corrispondente 
amminoacido. Il tRNAPPE€ di lievito, per esempio, che 
presenta l’anticodone GmAA, riconosce i codoni UUC 
e UUU (ricordate che l’anticodone si appaia con il 
codone in modo antiparallelo) 


| ch 5.3 bi 
Anticodone: —ATA—-Gm_ TCATCA-Gm—_ 
[5 Yspaggt ; . 3 5' 3' 
— U-U—-(— 


Codone: =W& ipa 


e il tRNAAl di lievito, che ha l’anticodone IGC, ri- 
conosce i codoni GCU, GCC e GCA. 


ì 3 5' 3 s' 
Anticodone: — C-G_I —- —C_G_I- 
5'. î è iS: 5'. ; 3 
Codone: —G_ = ie 
3° Bi 
Anticodone: — C—GT—-I — 
BE sg P : : 
Codone: = G-C- 29 
A 


Sembra quindi che l’appaiamento di basi non con- 
forme al modello di Watson-Crick possa avvenire nel- 
la terza posizione del codone-anticodone (la prima 
posizione dell’anticodone è definita come il suo nu- 
cleotide 3‘), il sito corrispondente alla maggior parte 
delle degenerazioni dei codoni (Tabella 30.2); la ter- 
za (5°) posizione dell’anticodone contiene comune- 
mente una base modificata, come Gm o I. 
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L’ipotesi dell’oscillazione rende conto 
strutturalmente della degenerazione dei codoni 


[1413] Combinando le informazioni strutturali con la 
deduzione logica Crick ha proposto, in quella che egli 
ha chiamato l’ipotesi, come un tRNA possa ricono- 
scere svariati codoni degenerati. Egli ha assunto che 
i primi due appaiamenti del codone- anticodone ab- 
biano la normale geometria del modello secondo Wat- 
son e Crick. Le limitazioni strutturali che questo fat- 
to pone sul terzo appaiamento codone-anticodone as- 
sicura che questa conformazione non differisca dra- 
sticamente da quella di un appaiamento secondo Wat- 
son e Crick. Crick ha quindi proposto che ci possa 
essere un certo gioco o oscillazione nella terza posi- 
zione del codone che permette limitati aggiustamen- 
ti conformazionali nella geometria del suo appaia- 
mento. Questo permette la formazione di parecchie 
coppie non convenzionalmente rispondenti al modello 
di Watson e Crick come U-G e I-A (Fig. 30.210). 
Gli appaiamenti oscillanti permessi sono indicati nel 
la Fig. 30.21b. Analizzando quindi il modello noto 
di appaiamento secondo Watson e Crick, Crick ha 
dedotto i gruppi più plausibili di combinazioni negli 
appaiamenti in corrispondenza della terza posizione 
del codone-anticodone (Tabella 30.4). Un anticodone, 
quindi, con C o A nella sua terza posizione può ap- 
paiarsi solo con il codone corrispondente secondo il 
modello di Watson e Crick. Se U, G o I occupano 
la terza posizione dell’anticodone, vengono ricono- 
sciuti rispettivamente due, due o tre codoni. 

Non si conosce alcun tRNA citoplasmatico, né pro- 
cariotico né eucariotico, che partecipi ad un appaia- 
mento non oscillante. Non c'è tuttavia descrizione di 
un simile tRNA con una A nella terza posizione del- 
l’anticodone, il che suggerisce che il conseguente ap- 
paiamento U- A non è permesso. Le basi strutturali 
dell’appaiamento oscillante non sono molto chiare an- 
che se è chiaro che esse sono influenzate da modifi- 
cazioni delle basi. 

Una analisi dei vari appaiamenti oscillanti indi 


Tabella 30.4 Combinazioni permesse di coppie oscillanti 
.nella terza posizione codone-anticodone 


Base al 5’ dell’anticodone Base al 3’ del codone 


C G 

A U 

U A 0G 
G U o C 
| U, CO A 
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(a} (0) 
2° O---H- 
vi 
Ned et \ 
f.. STESA C(1) 
HoN 
GU 
"i 
e N-H---0 ue 
mul a Na 
/ N---H-N \ 
C(11) Ne} be N C(1)) 
(b) AI 


Anticodone Codone 


_® Sa 
«ATT 

i Standard: 

edi U-..A 


r4 


AU 

C--G 

Ge C 

N ++ C 
— UG. 


Figura 30.21 Appaiamenti oscillanti. (a) Coppie oscillanti U - G el» A. 
(bì La geometria dell’appaiamento oscillante. Le sfere e i legami ad 
esse attaccati rappresentano le posizioni degli‘atomi di ribosio C(1)) 
con i legami glicosidici ad essi associati. X (a sinistra) indica il nucleo- 
side all'estremità 5’ dell’anticodone (tRNA). Le posizioni sulla destra 
sono quelle del nucleoside 3’ del codone (mRNA) nell’appaiamento 
oscillante indicato. (Fonte: CRICK, F.H.C., /. Mol. Biol., 19, p. 55, 
1966.) 


ca che almeno 31 tRNA sono necessari per tradurre 
tutte le 61 triplette codificanti del codice genetico (è 
in realtà 32 il numero minimo necessario poiché l'i 
nizio della traduzione richiede un diverso tRNA; pa- 
ragrafo 30.3C). La maggior parte delle cellule hanno 
> 32 tRNA, di cui alcuni hanno anticodoni identici. 
Cionondimeno, tutti i tRNA specifici per lo stesso am- 
minoacido in una cellula sono riconosciuti da una sin 
gola tRNA sintetasi. 


Alcuni tRNA mitocondriali hanno appaiamenti 
oscillanti più permissivi di altri tRNA 


1414) Le proprietà di riconoscimento del codone dei 


a 
fai 


1315) [1416] 
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tRNA mitocondriali deve riflettere il fatto che i codi- 
ci genetici dei mitocondri sono «varianti» del codice 
genetico «standard» (Tabella 30.3). Il genoma dei mi- 
focondri umani, per esempio, che consiste di soli 
16 569 bp, codifica 22 tRNA (oltre a 2 RNA riboso- 
miali e 13 proteine). Quattordici di questi tRNA leg- 
gono ciascuno una delle coppie di codoni sinonimi 
indicate nelle Tabelle 30.2 e 30-3 (MNX, dove X è 
Co Uo altrimenti A 0 G) secondo le normali regole 
dell’oscillazione G- U: i tRNA hanno una G o una 
U modificata nella terza posizione dell’anticodone che 
permette loro di appaiarsi rispettivamente con codo- 
ni che abbiano X=C o U o altrimenti X= A o G. I 
restanti 8 tRNA che, contrariamente alle regole del- 
l'oscillazione, riconoscono ciascuno uno dei gruppi 
di quattro codoni sinonimi (MNY, dove Y= A, C, G 
o U), hanno tutti anticodoni con una U nella loro ter- 
za posizione. 
Oppure questa U può in qualche modo appaiarsi con 
una qualunque delle quattro basi o questi tKNA leg- 
gono solo le prime due posizioni del codone ignoran- 
do la terza. Così, non sorprendentemente, molti tRNA 
mitocondriali presentano strutture insolite in cui, per 
esempio, la sequenza GTYCRA (Fig. 30.12) manca o, 
nel caso più bizzarro, un tRNA5" è privo dell’inte- 
ro braccio a D. 


I codoni usati di frequente sono complementari 
alle specie di tRNA più abbondanti 


f415] L'analisi della sequenza di basi di parecchi ge- 
ni strutturali altamente espressi del lievito di birra, 
Saccaromices cerevisiae, ha rivelato una notevole dif- 
ferenza nell’uso dei diversi codoni. Solo 25 delle 61 
triplette vengono comunemente usate. 

I codoni preferiti sono quelli che si pongono il più pos- 
sibile complementari, nel senso del modello di Wat- 
son e Crick, agli anticodoni delle specie più abbon- 
danti in ciascun gruppo di tRNA che legano lo stesso 
amminoacido. 

Inoltre, i codoni che legano gli anticodoni con due 
coppie consecutive G + C o tre coppie A - U sono evi- 
tati così che i complessi codone-anticodone preferiti 
hanno tutti approssimativamente la stessa energia li- 
bera. Un fenomeno simile avviene in E. coli anche 
se parecchi dei suoi 22 codoni preferiti sono diversi 
da quelli del lievito. Il grado con cui i codoni preferi- 
ti sono presenti in un dato gene è strettamente cor- 
relato, in entrambi gli organismi, con il livello di 
espressione del gene. 

Questo, è stato suggerito, permette agli mRNA di pro- 
teine che sono richieste in gran copia di essere tra- 
dotti rapidamente e senza intoppi. 


La selenocisteina è specificata da un tRNA 


Anche se si è ampiamente affermato, anche in 
questo testo, che le proteine sono sintetizzate a parti- 
re dai 20 amminoacidi «standard», quelli cioè codifi- 
cati dal codice genetico «standard», alcuni organismi 
usano di fatto un 21esimo amminoacido, la seleno- 
cisteina, nella sintesi di alcune delle loro proteine. 


| 

NH 

| 

i — CH,— Se— H 
i 


Residuo di 
selenocisteina 


Il selenio, un elemento in tracce biologicamente es- 
senziale, è un componente di parecchi enzimi sia dei 
procarioti che degli eucarioti. E. coli contiene due se- 
lenoproteine, entrambe delle formiato deidrogena- 
si, che contengono ciascuna un residuo di selenoci- 
steina. I residui di selenocisteina sono incorporati in 
queste proteine durante la sintesi sui ribosomi per 
mezzo di un tRNA unico che porta un anticodone 
UCA che è specificato da un particolare (nell’mRNA) 
codone UGA (normalmente il codone di stop opale). 
Non si sa come il sistema ribosomiale distingua que- 
sto UGA dai normali codoni opale di stop anche se 
sono probabilmente coinvolti gli effetti del contesto 
dell’nRNA e lo stato fisiologico della cellula. Il 
selenocisteinilt-tRNA è sintetizzato mediante ammi- 
noacilazione del suo tRNA con la L-serina ad opera 
della stessa amminoacil-tRNA sintetasi che carica 
tRNA8, seguita dalla coniugazione enzimatica con 
selenio del risultante residuo Ser. 


L’incorporazione nelle proteine 
della selenocisteina 


[417] L'ipotesi che siano informazioni ricavate dal 
contesto a mettere il ribosoma in grado di distingue- 
re tra il codone UGA che specifica un residuo di sele- 
nocisteina (SeCys) e un normale codone di stop opale 
è stata confermata grazie a studi di manipolazioni 
genetiche. Nel caso di costrutti in cui il segmento 
N-terminale del selenopeptide della formato deidro- 
genasi è fuso a monte del gene della 6-galattosidasi, 
la presenza di selenio è necessaria per la lettura del 
messaggio e per la sintesi di 6-galattosidasi. La modi- 
ficazione però del codone TGA del DNA in TGC, TGT 
(codone di Cys) o TCA (codone di Ser) elimina il biso- 
gno di selenio. 
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Gli E. coli hanno bisogno del prodotto di quattro 
geni per incorporare nelle loro proteine i residui di 
SeCys. Il gene selC specifica l’unico tRNAS©S che 
determina l’incorporazione nelle proteine dei resi- 
dui SeCys. sel4 e selD codificano proteine che con- 
vertono in SeCys il residuo Ser con cui questo tRNA 
viene inizialmente caricato. selB codifica una protei- 
na che lega il nucleotide guanina che si associa in 
modo specifico con SeCys-tRNAY5 ma non con Ser- 
tRNAS€C95, 

L'osservazione che questa proteina SELB e il 
fattore di allungamento EF-Tu hanno segmenti 
N-terminali di 244 residui omologhi suggerisce che 
SELB sia un fattore di allungamento che sostituisce 
EF-Tu nel condurre SeCys4tRNAS5 al ribosoma. 
EF-Tu, infatti, ha una affinità per SeCys-tRN ASS 
inferiore di 200 volte a quella per qualsiasi altro am- 
minoacil-tRNA che partecipi all’allungamento. 


E. La soppressione delle mutazioni 
nonsenso 


1418] Le mutazioni nonsenso sono di solito letali quan- 
do provocano la terminazione prematura della sinte- 
si di una proteina essenziale. Un organismo con una 
mutazione di questo tipo può tuttavia essere «recu- 
perato» da una seconda mutazione su un’altra parte 
del genoma. L’esistenza di tali soppressori inter- 
genici è stata enigmatica per molti anni dopo la loro 
scoperta. Si sa, però, che essi derivano di solito da 
mutazione nel gene di un tRNA che determina il ri- 
conoscimento da parte del tRNA di un codone non- 
senso. Un tale tRNA soppressore delle mutazioni 
nonsenso attacca il suo amminoacido (che è lo stes- 
so portato dal tRNA nativo) a un polipeptide in al- 
lungamento in risposta al riconoscimento del codone 
di stop e previene quindi la terminazione della cate- 
na. Il soppressore ambra di E. coli, per esempio, no- 
to come su3 è un tRN AT il cui anticodone è muta- 
to dal nativo GUA (che legge i codoni Tyr UAU e 
UAC) a CUA (che riconosce il codone di stop ambra 
UAG). Un E. coli su3* con una mutazione ambra 
altrimenti letale in un gene codificante una proteina 
essenziale risulterebbe vitale se la sostituzione del 
residuo amminoacidico nativo con Tyr non inattivasse 
la proteina. 

Ci sono parecchi esempi ben caratterizzati di sop- 
pressori ambra (UAG), ocra (UAA) e opale (UGA) in 
E. coli (Tabella 30.5). La maggior parte di essi presen- 
tano anticodoni mutati, come sospettato. Il tRNA 
UGA-1, però, differisce dalla forma nativa solo per 
una mutazione G —> A nel suo stelo D, che muta 
una coppia G - U con una più forte coppia A - U. Que- 
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Tabella 30.5 Alcuni soppressori delle mutazioni nonsenso 
in £. coli Ea, 


Node Codone Amminoacido 
soppresso inserito 
sul UAG Ser 
su2 UAG Gin 
su3 UAG Tyr 
su4 UAA, UAG Tyr 
su5 UAA, UAG Lys 
su6 UAA Leu 
su7 UAA Gin 
UGA-1 UGA Trp 
UGA-2 UGA Trp 


Fonte: KORNER, A. M., Feinstein, S. I. e ALTMAN, S., in ALTMAN, S., (curatore), 
Transfer RNA, p. 109, MIT Press, 1978. 


sta mutazione altera apparentemente la conforma- 
zione dell’anticodone CCA del tRNA così che esso può 
formare un'insolita coppia oscillante tanto con UGA 
quanto con il suo normale codone UGG. Soppressori 
del nonsenso sono presenti anche in lievito. 


I tRNA soppressori sono mutanti di tRNA minori 


Come possono le cellule tollerare una mutazio- 
ne che sia elimina un tRNA normale sia blocca la 
terminazione della sintesi polipeptidica? Esse soprav- 
vivono perché il tRNA mutato è di solito un mem- 
bro di secondo piano di un gruppo di tRNA che lega- 
no lo stesso amminoacido e perché i tRN A soppres- 
sori delle mutazioni nonsenso devono competere per 
i codoni di stop con i fattori proteici che mediano 
la terminazione della sintesi polipeptidica (paragrafo 
30.E3). Di conseguenza, la velocità della sintesi di pro- 
teine attive mediata dal soppressore con' la mutazio- 
ne nonsenso UAG o UGA supera raramente il 50% 
della velocità nel ceppo nativo mentre i mutanti con 
UAA, il codone di terminazione più comune, hanno 
un'efficienza soppressoria di <5%. Molti mRNA, inol- 
tre, hanno due codoni di stop in tandem così che, 
anche se il primo codone fosse soppresso, la termina- 
zione potrebbe avvenire al secondo. Cionondimeno, 
molti mutanti recuperati per soppressione crescono 
a velocità relativamente lenta perché non possono 
sintetizzare una proteina altrimenti terminata pre- 
maturamente con la stessa efficienza delle cellule di 
ceppo nativo. 

Sono noti anche altri tipi di tRNA soppressori. I 
soppressori delle mutazioni missenso agiscono in 
modo simile ai soppressori delle mutazioni nonsenso 
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ma sostituiscono un amminoacido con un altro. I sop- 
pressori delle mutazioni della cornice di lettu- 
ra hanno otto nucleotidi nell’anello del loro antico- 
done invece dei soliti sette. Essi leggono un codone 
di quattro basi oltre la sede di un’inserzione, ripristi- 
nando così la cornice di lettura nativa. 


3. 1 RIBOSOMI 


fiszo]I ribosomi sono stati visti per la prima volta 
in omogenati cellulari tramite microscopia in campo 
scuro alla fine degli anni ’30 ad opera di Albert Clau- 
de che li chiamò «microsomi». È stato solo alla metà 
degli anni ’50, però, che George Palade li ha osserva- 
ti in cellule mediante microscopia elettronica, risol- 
vendo quindi la diatriba che essi fossero meri arte- 
fatti della distruzione cellulare. Il nome ribosomi de- 
riva dal fatto che in E. coli queste particelle consisto- 
no di — 2/3 RNA e — 1/3 proteine. (I microsomi sono 
ora definiti come gli artefatti, sotto forma di vescico- 
le, formati dal reticolo endoplasmatico in seguito a 
distruzione delle cellule. Essi vengono facilmente iso- 
lati mediante centrifugazione differenziale e sono ric- 


chi di ribosomi.) La correlazione tra la quantità di. 


DNA in una cellula e la velocità a cui essa sintetizza 
le proteine ha portato a sospettare che i ribosomi fos- 
sero la sede della sintesi proteica. Questa ipotesi è 
stata confermata nel 1955 da Paul Zamecnik che ha 
dimostrato che amminoacidi radiomarcati con !*C 
sono transitoriamente associati con i ribosomi prima 
di comparire nelle proteine libere. Ulteriori studi han- 
no dimostrato che la sintesi ribosomica dei polipepti- 
di procede per tre fasi distinte: (1) inizio della cate- 


Tabella 30.6 |! componenti dei ribosomi di £. coli 
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na, (2) allungamento della catena e (3) terminazione 
della catena. 

In questo paragrafo prenderemo in esame la strut- 
tura del ribosoma, come è nota a tutt'oggi, e quindi 
delineeremo il meccanismo ribosomico della sintesi 
dei polipeptidi. Nel far ciò, confronteremo le pro- 
prietà dei ribosomi dei procarioti (principalmente di 
E. coli) con quelle degli eucarioti (principalmente di 
citoplasma di fegato di ratto). 


A. La struttura dei ribosomi 


Il ribosoma di E. coli, che ha una massa, come 
particella, di — 2,5Xx 105 D e un coefficiente di sedi- 
mentazione di 70S, è una particella sferoidale che mi- 
sura —250 À nel suo diametro più largo. Esso può 
essere dissociato, come ha scoperto James Watson, 
in due subunità ineguali (Tabella 30.6). La subunità 
piccola (305) consiste di una molecola di rRNA 16S 
e di 21 polipeptidi diversi, mentre la subunità gran- 
de (505) contiene un rRNA 5S e un rRNA 23 oltre 
a 32 polipeptidi diversi. Gli oltre 20 000 ribosomi di 
una cellula di E. coli rappresentano circa l’80% del 
suo contenuto di RNA e circa il 10% del contenuto 
delle proteine. 

Anche se il ribosoma è stato recentemente cristal. 
lizzato da Ada Yonath, esso è uni entità così com- 
plessa che ci vorranno molti anni. prima che la sua 
struttura sia nota in ogni dettaglio molecolare. Tut- 
tavia le strutture a bassa risoluzione del ribosoma 
e delle sue subunità sono state determinate mediante 
le tecniche di ricostruzione di immagine di cui è sta- 
to pioniere Aaron Klug, in cui fotografie al micro- 
scopio elettronico di una singola particella o di fogli 


Riboona Subunità Subunità 
piccola grande 

Coefficiente di sedimentazione 705 305 50S 
Massa (kD) 2520 930 1590 
RNA 

Maggiore 16S, 1542 nucleotidi 235, 2904 nucleotidi 

Minore 55, 120 nucleotidi 
Massa dell'RNA (kD) 1664 560 1104 
Proporzione della massa 66% 60% 70% 
Proteine 21 polipeptidi 31 polipeptidi 
Massa delle proteine (kD) 857 370 487 
Proporzione della massa 34% 40% 30% 


Fonte: Lewin, B., 1987, Genes, 3° ed., p. 145, Wiley. Trad. it. della 2° ed.: // gene, Zanichelli, 1985. 
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Figura 30.22 Il modello tridimensionale della subunità grande 
del ribosoma è stato dedotto combinando matematicamente le 
sue immagini bidimensionali al microscopio elettronico prese 
da angoli di visuale diversi. Il modello della subunità piccola è 
stato determinato in modo analogo. (Per gentile concessione di }a- 
mes Lake, UCLA.) 


ordinati di particelle prese da direzioni diverse so- 
no combinate in modo da dare un’immagine tridi- 
mensionale (Fig. 30.22). La subunità piccola ha ap- 
prossimativamente la forma di un guanto, mentre 
la subunità grande è sferica con due protuberanze 
su di un lato (Fig. 30.23). La subunità grande con- 
tiene anche un tunnel, lungo fino a 100-120 À e 
di diametro fino a 25 À, che si estende da un solco 
tra le tre protuberanze della subunità e si postu- 
la fornisca la via di uscita al polipeptide nascente 
(Fig. 30.24). 


Gli RNA ribosomiali hanno strutture secondarie 
evoluzionisticamente conservate 


1422] L’IRNA 16S di E. coli, che è stato sequenziato 
da Harry Noller, consiste di 1542 nucleotidi. Una ri- 
cerca computerizzata di segmenti a doppia elica sta- 
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AI y 
bili di questa sequenza ha mostrato molte strutture 
secondarie plausibili ma spesso mutuamente esclusi- 
ve. Il confronto, tuttavia, delle sequenze degli rRNA 
16S di parecchi procarioti, condotto assumendo che 
le loro strutture fossero state conservate nell’evolu- 
zione, ha portato alla struttura secondaria a fiore per 
l’rRNA 16S proposta nella Fig. 30.25. Questa struttu- 
ra a quattro domini, che è per il 46 per cento costi- 
tuita di basi appaiate, è ragionevolmente coerente con 
i risultati degli studi di digestione con nucleasi e di 
modificazione chimica. I suoi steli a doppia elica ten- 
dono ad essere corti (<8 bp) e molti di essi sono im- 
erfetti. 

È interessante notare che le fotografie al microscopio 
elettronico dell'RNA 16S assomigliano a quelle della 
subunità 30S completa, il che suggerisce che la for- 
ma complessiva della subunità 30S sia largamente de- 
terminata dall’rRNA 165. 

Sono stati sequenziati anche gli rRNA 5S e 23$ del- 
la subunità ribosomiale grande che consistono rispet- 
tivamente di 120 e 2 904 nucleotidi. Come per l’rRNA 
16S essi sembrano avere ampie strutture secondarie. 
Quella proposta per l’rRNA 5S è mostrata nella Fig. 
30.26. Naturalmente, come abbiamo visto per il tRNA, 
la struttura secondaria di un RNA fornisce scarse in- 
dicazioni sulla sua struttura tridimensionale (vedi pe- 

* rò anche più avanti). 
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Piattaforma 


Protuberanza 
centrale 


Ribosoma 


Figura 30.23 (a) Un modello tridimensionale del ribosoma di £. coli 
dedotto come indicato nella Fig. 30.22. La subunità piccola (in alto) 
si combina con la subunità grande (in mezzo) per formare il ribosoma 
completo (in basso). Le due vedute del ribosoma combaciano con 
le immagini viste (b) con la microscopia elettronica. (Per gentile con- 
cessione di James Lake, UCLA.) 
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Figura 30.24 Una immagine generata al computer della subunità grande 
del ribosoma del Bacillus stearothermophilus determinata mediante 
ricostruzione dell'immagine al microscopio elettronico di serie bidi- 
mensionali di particelle orientate. Un tunnel di —25 A di diametro 
si estende a — 100 À dalla fessura tra le tre sporgenze (T) della subu- 
nità fino al probabile sito di uscita (E) del polipeptide nascente. La 
barra è lunga 20 A. (Per gentile concessione di Ada Yonath, Weiz- 
mann Institute of Science.) 


Le proteine ribosomiali 
sono state parzialmente caratterizzate 


Le proteine ribosomiali sono difficili da separa- 
re perché la maggior parte di esse non sono solubili 
negli ordinari tamponi. Convenzionalmente, le pro- 
teine ribosomiali derivate dalle subunità piccola e 
grande vengono designate con il prefisso S e L, ri- 
spettivamente, seguito da un numero che indica la 
loro posizione, a partire dall’angolo in alto a sinistra 
e andando in basso a destra, su di un gel di elettrofo- 
resi bidimensionale (in ordine approssimativamente 
di diminuzione di peso molecolare; Fig. 30.27). Solo 
la proteina S20/L26 è comune ad entrambe le subu- 
nità. Essa apparentemente si trova all’interfaccia tra 
le due subunità. Una delle proteine della subunità 
grande è parzialmente acetilata alla sua estremità N- 
terminale così che dà origine a due punti elettrofore- 
tici (L7/L12). Quattro copie di questa proteina sono 
presenti nella subunità grande. Queste quattro co- 
pie, inoltre, di L7/L12 aggregano con L10 formando 
un complesso stabile che inizialmente era stato in- 
terpretato come una proteina singola, «L8». Tutte le 
altre proteine ribosomiali sono presenti solo con una 
copia per subunità. 

Le sequenze amminoacidiche di tutte e 52 le pro- 
teine ribosomiali di E. coli sono state descritte, so- 
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Subunità ribosomiale 30S 


mA ; 
$ Figura 30.25 La struttura secondaria proposta per l'rRNA 165, di 1542 
nucleotidi, di £. coli basata sulla comparazione tra le sequenze di 
Dominio IV specie diverse con l'assunzione che questa struttura secondaria sia 
evoluzionisticamente conservata. La serie di strutture a stelo ed ansa 
31542) simili a fiori forma quattro domini (in colori diversi) che sono indicati 
NOT con numeri romani. Le posizioni di determinate caratteristiche rispet- 
to alle proteine ribosomiali specifiche e all'intera subunità ribosomia- 
li 30S sono indicate dai simboli rossi. (Fonte: GuTELL, R.R., WEISER, 
B., Woese, C.R. e Notter, H.F., Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol., 
32, p. 183, 1985.) 
Figura 30.27 Un gel di elettroforesi 
bidimensionale di proteine della su- 
bunità piccola del ribosoma di £. co- 
li. Prima dimensione (in verticale): 8% 
acrilamide, pH 8,6; seconda dimen- 
sione (in orizzontale): 18% acrilami- 
20 UC 30 ccCce de, pH 4,6. (Fonte: KALTSCHMIDT, E. e 
G-CG \ | G (o | co A WITTMANN, H.G., Proc. Natl. Acad. 
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Figura 30.26 La sequenza dell'rRNA 55 di È. coli con illustrata la 
sua proposta struttura secondaria. (Fonte: Notter, H.F., Annu. Rev. 
Biochem., 53, p. 134, 1984.) 
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prattutto da Heinz-Giinter Wittmann e Brigitte 
Wittmann-Liebold. Esse variano in dimensione dai 
46 residui di L34 ai 557 residui di S1. La maggior 
parte di queste proteine, che mostrano scarse somi- 
glianze di sequenza l’una con l’altra, sono ricche de- 
gli amminoacidi basici Lys e Arg e contengono po- 
chi residui aromatici come ci si aspetta per proteine 
che sono strettamente associate con le molecole po- 
lianioniche di RNA. Attualmente è stata riportata la 
struttura ai raggi X di solo due proteine ribosomiali: 
quella di L30 e quella del segmento C-terminale di 
L7/L12 (Fig. 30.28). Queste proteine hanno strutture 
notevolmente simili nonostante un’identità di sequen- 


* za di solo il 14%. 


Le subunità ribosomiali si autoassemblano 


[i424] Le subunità ribosomiali si formano, nelle op- 
portune condizioni, a partire da miscele dei loro nu- 
merosi componenti macromolecolari. Le subunità dei 
ribosomi sono quindi entità che si autoassemblano. 
Masayasu Nomura ha determinato come questo av- 
venga mediante esperimenti di ricostituzione parzia- 
le. Se un componente macromolecolare viene lascia- 
to fuori da una miscela di proteine e RNA altrimenti 
autoassemblantesi, gli altri componenti che non rie- 
scono a legarsi alla risultante subunità parzialmente 
assemblata devono in qualche modo interagire con 
il componente omesso. Attraverso l’analisi di una se- 
rie di questi esperimenti di ricostituzione parziale, 
Nomura ha costruito una mappa di assemblaggio del- 
la subunità piccola (Fig. 30.29). Questa mappa indica 
che i primi passaggi nell’assemblaggio della subuni- 
tà piccola sono rappresentati dal legame indipenden- 
te di alcune proteine all’rRNA 16S. Gli intermedi di 
assemblaggio che ne derivano forniscono l’impalca- 
tura molecolare per il legame delle altre proteine. 
Ad un certo punto del processo di assemblaggio, una 
particella intermedia deve subire un notevole cam- 
biamento conformazionale prima che l’assemblaggio 
possa continuare. La subunità grande si autoassem- 
bla in modo analogo. L’osservazione che intermedi 
di assemblaggio simili sono presenti in vivo e in vitro 
suggerisce che i processi di assemblaggio in vivo e 
in vitro siano molto simili. 


L’architettura dei ribosomi è stata dedotta 
mediante immunomicroscopia elettronica 
e studi di diffrazione a neutroni 


Le posizioni della maggior parte dei componenti 
ribosomiali sono state determinate per mezzo di nu- 
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Figura 30.28 La struttura ai raggi X di due proteine ribosomiali: (a) 
il frammento C-terminale di 74 residui di L7/L12 di £. colî. (b) L30 
(61 residui) del Bacillus stearothermophilus. Le due molecole protei- 
che sono orientate in modo da mostrare le conformazioni dei loro 
scheletri, molto simili. (Fonte: LEJONMARCK, M., APPELT, K., BADGER, 
J., LijAs, A., WILSON, K.S. e WHITE, S.W., Proteins, 3, p. 244, 1988.) 


16S rRNA 


Figura 30.29 La mappa dell’assemblaggio della subunità piccola del 
ribosoma di £. coli. Le frecce spesse e le frecce sottili tra i componen- 
ti indicano rispettivamente forte o debole facilitazione di legame. La 
freccia spessa, per esempio, che va da rRNA 16S a 54 indica che 
S4 si lega direttamente all'rRNA 165 in assenza di altre proteine, mentre 
le frecce sottili che vanno da rRNA 165, S4, S8, 59, S19 e S20 a 
S7 indicano che tutti questi componenti partecipano al legame con 
57. (Fonte: Hep, W.A., BALLOU, B., MizusHima, S. e NOMURA, M., 
J. Biol. Chem., 249, p. 3109, 1974.) 
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Figura 30.30 L'immunomicroscopia elettronica rivela le posizioni delle 
proteine ribosomiali. Delle immunoglobuline G (IgG) prodotte con- 
tro una particolare proteina ribosomica, in questo caso 56, vengono 
mescolate con i ribosomi. Le IgG, che sono delle proteine a Y (para- 
grafo 34-2B) si legano all’antigene corrispondente per mezzo delle 
due corte braccia della Y, legando quindi insieme due ribosomi. La 
posizione della proteina sulla superficie del ribosoma è indicata dal 
punto di attacco delle igG. (Per gentile concessione di James Lake, 
UCLA.) 


ta) Subunità piccola (b) Subunità grande 
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Figura 30.31 Mappe delle subunità piccola (a) e grande (b) del ribo- 
soma di E. coli con indicata la localizzazione di alcuni dei loro com- 
ponenti proteici determinata mediante immunomicroscopia elettroni- 
ca. | siti tratteggiati si trovano sul retro della subunità. Sulla subunità 
piccola i simboli 165 3’ e 165 5’ segnano la fine dell'RNA 165. Sulla 
subunità grande P indica il sito di peptidil transferasi, E il sito da 
cui il polipeptide nascente emerge dal ribosoma (l'estremità del tun- 
nel nella Fig. 30.24), M specifica il sito di ancoraggio del ribosoma 
alla membrana, e 55 3' e 5S 5’ segnano le estremità dell'rRNA 55. 
(Fonte: LAKE, }.A., Annu. Rev. Biochem., 54, p. 512, 1985.) 


merose tecniche fisiche e chimiche. Molte proteine 
sono state localizzate da James Lake e Georg Stòffler 
mediante immunomicroscopia elettronica. Anti 
corpi di coniglio (immunoglobuline G (IgG); para- 
grafo 34.2A) derivati contro una proteina ribosomia- 
le specifica si legano a questa proteina dove essa è 
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esposta sulla superficie della sua subunità. La micro- 
scopia elettronica del complesso subunità ribosomia- 
li -ISG mostra il punto di attacco dell’IgG e di conse- 
guenza il sito della proteina ribosomiale a cui essa 
si lega (Figg. 30.30 e 30.31). Questi risultati sono stati 
confermati ed estesi mediante misurazioni della dif- 
frazione dei neutroni nella subunità 30S condotte da 
Donald Engleman e Peter Moore (Fig. 30.320) e me- 
diante studi simili sulla subunità 50S da Knud Nier- 
haus. Le posizioni delle proteine indicate nelle Figg. 
30.31 e 30.32a sono in accordo con la mappa di as- 
semblaggio della subunità mostrata nella Fig. 30.29 
nel fatto che coppie di proteine che devono interagi- 
re (anche se non necessariamente per contatto diret- 
to) per il corretto assemblaggio della subunità sono 
molto vicine. 

Molti degli elementi della struttura secondaria 
dell’rRNA 16S sono stati localizzati sulla subunità pic- 
cola (Figg. 30.25 e 30.32b). Le loro posizioni sono sta- 
te indirettamente stabilite a partire dalle posizioni 
note di proteine che esperimenti di protezione dalla 
nucleasi e di induzione di legami crociati RNA- 
proteine indicano legarsi a questi elementi. Abbia- 
mo così un modello completo, anche se grossolano, 
della subunità 30S del ribosoma di E. coli. 


La marcatura per affinità ha aiutato 
ad identificare i componenti funzionali 
del ribosoma 


Sono stati fatti considerevoli sforzi per identifi- 
care le componenti funzionali dei ribosomi come la 
zona della peptidil transferasi che catalizza la for- 
mazione del legame peptidico (paragrafo 30.3D). Molti 
di questi studi hanno coinvolto la marcatura per 
affinità, una tecnica in cui un gruppo reattivo viene 
attaccato ad un ligande naturale del sistema di inte- 
resse, come ad esempio un antibiotico che si lega al 
ribosoma (paragrafo 30.3G). Il gruppo reattivo, che 
può essere spontaneamente reattivo oppure fotolabi- 
le in modo da reagire solo in seguito ad illuminazio- 
ne con UV (marcatura per fotoaffinità), viene por- 
tato al sito di legame col ligande dove reagisce deter- 
minando il legame crociato del ligande con i gruppi 
circostanti. La dissociazione della particella risultan- 
te permette l’identificazione dei componenti con cui 
il marcatore di affinità, solitamente radioattivo, ha 
reagito. 

I risultati della marcatura per affinità sul ribosoma 
sono stati spesso difficili da interpretare, poiché le 
sue varie funzioni sembrano coinvolgere parecchie 
componenti ribosomiali. Il legame con mRNA, per 
esempio, coinvolge apparentemente tanto le protei- 
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Figura 30.32 La struttura della subunità ribosomiale 305. (a) Le posi- 
zioni relative di tutte le 21 proteine della subunità ribosomiale 30S 
sovrapposte sul profilo della sua superficie. Se chiamiamo parte (1) 
il punto di vista frontale, allora parte (i) e parte (ii) sono rispettiva- 
mente gli angoli di visuale da sinistra e dal basso. Alle proteine ven- 
gono dati i loro numeri standard nella parte (î), in cui $20 è diretta 
mente dietro $3 (i diversi colori delle sfere sono solo un aiuto visivo). 
Le distanze tra coppie di queste proteine sono state determinate dalla 
dispersione dei neutroni di soluzioni concentrate di subunità 305 ri- 
costituite in cui le due proteine di interesse erano pesantemente deu- 
terate mentre tutti gli altri componenti della subunità erano normal. 
mente protonati (i deuteroni disperdono i neutroni in modo molto 
diverso dai protoni). Simili misurazioni su molte coppie diverse di 
proteine hanno permesso la costruzione di questa mappa in cui il 
volume di ciascuna sfera è proporzionale alla massa della proteina 
corrispondente e la sua posizione segna il centro di massa della pro- 
teina. Paragonate questa mappa con quella della Fig. 30.312. (Per 
gentile concessione di Peter Moore, Yale University e Malcom Capel, 
Brookhaven National Laboratory.) (b) La localizzazione degli elemen- 
ti a doppia elica dell'RNA 165 (cilindri) relativa alle proteine (sfere) 
della subunità 30S dedotta da studi di induzione di legami chimici 
crociati tra proteine e RNA. L'angolo di visuale è lo stesso della Fig. 
30.312 e 30.32(a, È. (Fonte: ScHULER, D. e BrinacoMBE, R., EMBO 
|, 7, p. 1512, 1988.) 


ne S1, S3, S4, S5, S9, $12 e S18 quanto l’rRNA 16S, 
mentre le proteine L2, L11, L15, L16, L18, L23 e L27 
e l’RNA 23S sono implicate nella funzione peptidil 
transferasica. Per confondere ulteriormente il pro- 
blema, studi effettuati con mutanti deficitari di varie 
proteine ribosomiali hanno rivelato che l’assenza di 
una qualunque di almeno 15 delle 52 proteine ribo- 
somiali di E. coli non influenza di molto la capacità 
traduzionale del ribosoma. Cionondimeno sono stati 


localizzati i seguenti siti funzionali (Figg. 30.23 e 
30.31): 


1. L’estremità 3’ dell’rRNA 16S, che notoriamente 


(b) 


partecipa al legame con l’'mRNA (paragrafo 30.30), 
è localizzata su di una «piattaforma» della subuni- 
tà piccola. La localizzazione delle proteine impli- 
cate nel legame tra ribosoma e mRNA, oltre al 
l'osservazione che il ribosoma protegge un seg- 
mento di mRNA di circa 40 nucleotidi dalla dige- 
stione con RNAsi, indica che l'mRNA si lega alla 
subunità piccola attraversando la regione che con- 
nette la sua «testa» alla sua «base». 

2. Il sito di legame con l’anticodone si trova nella 
regione del «solco» della subunità piccola. 

3. Le quattro subunità L7/L12 che formano il «gam- 
bo» della subunità grande partecipano alle varie 
reazioni GTPasiche del ribosoma. 

4. La funzione di peptidil transferasi (P) occupa la 
«valle» tra le altre due protuberanze della subuni- 
tà grande. 

5. Il sito che lega i ribosomi alle membrane (E; para- 
grafo 11.3F), si trova sulla subunità grande adia- 
cente al tunnel di uscita del polipeptide. 


La subunità grande sembra così essere principalmen- 
te coinvolta nel mediare compiti biochimici come la 
catalisi della reazione di allungamento del polipepti- 
de, mentre la subunità piccola è l’attore principale 
nei processi di riconoscimento ribosomiale come il le- 
game con mRNA e tRNA (anche se anche la subunità 
grande è implicata nel legame con il tRNA). Notate 
come l’rRNA abbia probabilmente un ruolo funzio- 
nale maggioritario in molti, se non in tutti, i processi 
ribosomiali (ricordate che P)RNA ha mostrato proprie- 
tà catalitiche; paragrafi 29.4A e 29.4C). 
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I ribosomi degli eucarioti sono più grandi 
e più complessi di quelli dei procarioti 


Anche se i ribosomi dei procarioti e quelli de- 
gli eucarioti si assomigliano sia nella struttura che 
nella funzione, in realtà differiscono in quasi tutti 
i dettagli. I ribosomi degli eucarioti hanno una mas- 
sa per particella tra 3,9 e 4,5Xx 105 D e hanno un 
coefficiente nominale di sedimentazione di 80S. Essi 
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si dissociano in due subunità ineguali che hanno una 
composizione caratteristicamente diversa da quella 
dei procarioti (Tabella 30.7; confrontatela con la Ta- 
bella 30.6). La subunità piccola (408) dei ribosomi del 
citoplasma del fegato di ratto, i ribosomi degli euca- 
rioti meglio caratterizzati, è costituita da 33 polipep- 
tidi unici e da un rRNA 18S. La sua subunità grande 
(605) contiene 49 polipeptidi differenti e tre rRNA 
di 28S, 5,8S e 55. La microscopia elettronica indica 


Tabella 30.7 | componenti dei ribosomi del citoplasma di fegato di ratto 
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Ribosoma 

Coefficiente di sedimentazione 80S 
Massa (kD) 4220 
RNA 

Maggiore 

Minore 
Massa dell'RNA (kD) 2520 
Proporzione della massa 60% 
Proteine 
Massa delle proteine (kD) 1700 
Proporzione della massa 40% 


Subunità Subunità 
piccola grande 
405 605 
1400 2820 
18S 285 


4718 nucleotidi 
5,85, 160 nucleotidi 
5S, 120 nucleotidi 


1874 nucleotidi 


700 1820 
50% 65% 
33 polipeptidi 49 polipeptidi 
700 1000 
50% 35% 


Fonte: Lewin, B., (1987), Genes, 3° ed., p. 146, Wiley. Trad. it. della 2° ed.: Il gene, Zanichelli, 1985. 
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Figura 30.33 La predetta struttura secondaria di rRNA analoghi al 
165 evoluzionisticamente distanti derivati da (a) archebatteri (Halo- 
bacterium volcaniî), (b) eucarioti (lievito di birra) e (c) mitocondri dei 
mammiferi (bovini). Confrontatele con la Fig. 30.25, la predetta strut- 
tura secondaria dell'RNA 16S degli eubatteri (£. colì). Notate le strette 
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somiglianze di questi complessi; essi differiscono principalmente per 
inserzioni e delezioni di strutture a stelo ed ansa. Gli rRNA simili 
al 23S di un gran numero di specie hanno analogamente strutture 
secondarie simili. (Fonte: GuteLL, R.R., Weiser, B., Wose, C.R. e NOL- 
LER, H.F., Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol., 32, p. 183, 1985.) 
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che queste subunità, così come il ribosoma intatto, 
hanno una forma simile a quella della loro contro- 
parte nei procarioti. 

Il confronto tra le sequenze degli rRNA corrispon- 
denti derivati da varie specie indica che l’evoluzione 
ha conservato più la loro struttura secondaria che 
la sequenza di basi (Figg. 30.25 e 30.33). Per esem- 
pio, una coppia G-C in uno stelo di basi appaiate 
dell’rRNA 16S di E. coli è stata sostituita da una cop- 
pia A - U nell’analogo stelo dell’rRNA 18S di lievito. 
L'rRNA 5,8S, che è presente nella subunità grande 
del ribosoma eucariotico sotto forma di complesso 
di basi appaiate con l’rRNA 28S, ha una sequenza 
di basi omologa all’estremità 5’ dell'’rRNA 23S dei 
procarioti. Apparentemente l’RNA 5,8S è derivato da 
mutazioni che hanno alterato le modificazioni postra- 
scrizionali degli rRNA producendo un quarto rRNA. 


B. La sintesi dei polipeptidi:. 
una visione d’insieme ° 


{1428] Prima di iniziare una discussione dettagliata sul- 
la sintesi proteica è utile delineare alcune delle sue 
principali caratteristiche. 


Tempo di incubazione 


60 min 


Quantità relativa di Hi 


13 24 1 17 3 9 18 12 27 
Estremità Estremità 
N-terminale C-terminale 


Numero del peptide, catena 8 


Figura 30.34 La distribuzione di [PH]Leu tra i peptidi triptici della 
subunità 8 dell'emoglobina solubile di coniglio dopo incubazione 
per i tempi indicati di reticolociti di coniglio con PHjleucina. (Fon- 
te: Dintzis, H.M., Proc. Natl. Acad. Sci., 47, p. 255, 1961.) 


La sintesi proteica va dall’estremità N-terminale 
all’estremità C-terminale 


La direzione della sintesi proteica sui ribosomi 
è stata stabilita nel 1961 da Howard Dintzis median- 
te esperimenti di radiomarcatura. Egli ha esposto dei 
reticolociti che stavano attivamente sintetizzando 
emoglobina a leucina marcata con *H per un tempo 
inferiore a quello necessario per fare un intero poli 
peptide. Il grado di marcatura dei peptidi triptici delle 
molecole solubili (complete) di emoglobina aumenta 
con l’avvicinarsi all’estremità C-terminale (Fig. 30.34). 
Gli amminoacidi devono quindi essere attaccati all’e- 
stremità C-terminale di un polipeptide in allunga- 
mento; la sintesi proteica, cioè, procede dall’estremi- 
tà N-terminale all’estremità C-terminale. 


I ribosomi leggono mRNA 
nella direzione 5’ —> 3’ 


La direzione che il ribosoma segue per leggere 
gli mRNA è stata determinata mediante l’uso di un 
sistema in vitro di sintesi proteica in cui I'mRNA era 
un poli(A) con una C all’estremità 3°. 


8 ATATATISTATATA = 3 


Un tale sistema sintetizza una poli(Lys) che ha un 
Asn all’estremità C-terminale. 


+ 
HyN— Lys— Lys— Lys— + — Lys Lys e Aan e C00 


Ciò, assieme alla nozione che AAA e AAC codifica- 
no Lys e Asn e di quale sia la polarità della sintesi 
proteica, indica che il ribosoma legge l’mRNA in dire- 
zione 5° —=> 3‘. Poiché l’mRNA è sintetizzato in di- 
rezione 5° —> 3‘, questo rende conto dell’osserva- 
zione che, nei procarioti, i ribosomi iniziano la tra- 
duzione già sugli mRNA nascenti (paragrafo 29.3). 


La traduzione attiva avviene sui poliribosomi 


Fotografie al microscopio elettronico rivelano 
che i ribosomi impegnati nella sintesi proteica sono 
arrangiati in tandem sugli mRNA come delle perle 
su di un filo (Figg. 30.35 e 29.16). In questi poliribo- 
somi (polisomi) i singoli ribosomi sono separati da 
interruzioni di 50-150 À in modo da avere una den- 
sità massima lungo un mRNA di circa 1 ribosoma 
ogni 80 nucleotidi. I polisomi hanno origine per il 
fatto che una volta che un ribosoma attivo ha libera- 
to il suo sito di inizio, un secondo ribosoma può ini 
ziare in quel sito. 


T 
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Figura 30.35 Fotografia al microscopio elettronico di polisomi di cel- 
lule delle ghiandole della seta del baco da seta Bombyx mori. L'estre- 
mità 3’ dell‘mRNA è a destra. Le frecce indicano i polipeptidi della 


L’allungamento della catena avviene 
mediante il legame del polipeptide in crescita 
con il residuo amminoacidico di un tRNA 


432] Durante la sintesi proteica i residui amminoa- 
cidici vengono aggiunti sequenzialmente all’estremità 
C-terminale della catena polipeptidica nascente, lega- 
ta ai ribosomi. Se il polipeptide in crescita viene libe- 
rato dal ribosoma mediante trattamento con alte con- 
centrazioni saline, il suo residuo C-terminale è inva- 
riabilmente esterificato ad una molecola di tRNA co- 
me un peptidiltRNA. 
tRNA 


Lo) H_ H 
H H 
o 0H 
(REZZO) 
CHOIR, 
NH 
Ces) 
CH a 
NI 
| 
| 
RESTO) 
CHER, 
ba 
NI; 


Peptidil-tRNA 


net gras 


STI 


fibroina della seta. La barra rappresenta 0,1 um. (Per gentile conces- 
sione di Oscar L. Miller, Jr., University of Virginia.) 


Il polipeptide nascente deve quindi crescere mediante 
trasferimento dal peptidiltRNA a un amminoacil- 
tRNA per formare un peptidi-tRNA con un residuo 
in più (Fig. 30.36). Apparentemente, il ribosoma ha 
per lo meno due siti leganti il tRNA: il cosiddetto 
sito P, che lega il peptidiltRNA, e il sito A, che 
lega l’amminoacil-tRNA (Fig. 30.36). Di conseguen- 
za, dopo la formazione di un legame peptidico il 
tRNA appena deacilato nel sito P deve essere liberato 
e sostituito dal peptidil-tRNA di nuova sintesi prove- 
niente dal sito A, permettendo così un nuovo ciclo 
di formazione del legame peptidico. La recente sco- 
perta che ciascun ribosoma può legare fino a tre tRNA 
deacilati ma solo due amminoacil-tRNA indica, però, 
che il ribosoma ha un terzo sito legante il tRNA: il 
sito E o di uscita, che lega transitoriamente il tRNA 
in uscita. 

I dettagli del processo di allungamento della cate- 

na sono discussi nel paragrafo 30.3D. L'inizio e la 
terminazione della catena, che sono processi partico- 
lari, vengono esaminati nei paragrafi 30.3C e 30.3E, 
rispettivamente. 
In tutti questi paragrafi prenderemo prima in consi- 
derazione il processo che ci interessa in E. coli e quin- 
di lo confronteremo con l’analoga attività negli euca- 
rioti. 


C. L'inizio della catena 


fMet è il residuo N-terminale 
dei polipeptidi dei procarioti 


La prima indicazione che l’inizio della tradu- 
zione richiedesse un codone speciale, da allora iden- 
tificato con AUG (e, nei procarioti, occasionalmente 
GUG) è stata l'osservazione che quasi la metà delle 
proteine di E. coli inizia con l’altrimenti non comune 


im 
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Sito P 
Figura 30.36 La reazione ribosomiale di pep- 


tidil transferasi che forma un legame peptidi- 
co. Il gruppo amminico dell’amminoacil-tRNA 
‘nel sito A sposta in modo nucleofilico il tRNA 
del peptidil-tRNA nel sito P trasferendo quin- 
di il polipeptide nascente sul tRNA del sito A. 


Peptidil-tRNA Amminoacil-tRNA 


amminoacido Met. Questo è stato seguito dalla sco- 
perta di una particolare forma di tRN AM in cui il 
residuo Met è N-formilato. 


i CH, 0 
uCc—NH—CH_-C—0— tRNAM 


Formilmetionina-tRNAM®! 
(fMet-tRNAM®!) 


Il residuo di N-formilmetionina (fMet), che ha già 
un legame amidico, può quindi solo essere il residuo 
N-terminale di un polipeptide. I polipeptidi, infatti, 
sintetizzati con un sistema in vitro di sintesi proteica 
ricavato da E. coli hanno sempre un residuo di fMet 
in testa. fMet deve quindi essere il residuo di inizio 
dell’E. coli. 

I tRNA che riconosce il codone di inizio, tRNA fe! 
(Fig. 30.37), differisce dal tRNA che porta i residui in- 
terni di Met, tRNA n, anche se entrambi riconosco- 
no lo stesso codone. In E. coli, il tRN A; non carico 
(deacilato) viene prima coniugato con l’amminoacido 
Met dalla stessa amminoacil-tRNA sintetasi che carica 
tRNA mMet. Il risultante tRN A"! viene specificamente 
N-formilato per dare origine a fMet-tRNA"° con una 
reazione enzimatica che utilizza N!°-formiltetraidro- 
folato (paragrafo 24.4D) come donatore di formile. 
L'enzima di formilazione non riconosce Met-tRNA,M®. 


tRNA 


Sito A Sito P Sito A 


i (6) 
I 
tRNA,m tRNA (n81) 


tRNA (n+1) 


tRNA scarico Peptidil-tRNA 


La struttura ai raggi X del tRNA"°! di E. coli e la strut- 
tura del tRNAPhe di lievito (Fig. 30.14) sono molto simili 
ma differiscono dal punto di vista conformazionale per 


Aon 
Cc 
tRNAMe! di E. coli c 
A 
pCo A 
Ge 
C_G 70 
G_-C 
G_-C 
G_- C 60 
» G=G UR 
cG st U CGGCC 
c A 10 G DIUILLI A _57 
CGAG GUCGG,, 
17a U IILI c_ 50 T e 
18G GCUC A Da 
m 
C_G 45 
G-C 
30G—-C 40 
G_-C 
Cm A 
33 U A 
Cc U 
A 


Figura 30.37 La sequenza nucleotidica del tRNA{!®! di £. coli mostrata 
secondo la struttura a trifoglio. Le aree ombreggiate indicano le differen- 
ze significative tra questo tRNA iniziatore e untRNA non iniziatore qua- 
le il tRNAÒ" di lievito (Fig. 30.11). (Fonte: Woo, N.M., ROE, B.A. e RICH, 
A., Nature, 286, p. 346, 1980.) 
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i loro steli accessori e per le anse dell’anticodone. 
Forse queste differenze strutturali permettono la di- 
scriminazione tra tRNA£f® e tRNAm"!" nelle reazio- 
ni di inizio e di allungamento della catena (paragra- 
fo 30.3D). 

Le proteine di E. coli vengono modificate postradu- 
zionalmente mediante deformilazione dei loro residui 
fimet e, in molte proteine, dalla successiva rimozione 
della Met N-terminale risultante. Questo processo av- 
viene di solito sul polipeptide nascente, il che rende 
conto dell’osservazione che le proteine di E. coli sono 
tutte prive di fMet. 


L’appaiamento di basi tra mRNA e rRNA 16S 
aiuta a selezionare il sito di inizio 
della traduzione 


AUG codifica tanto i residui di Met interni quan- 
to il residuo di Met di inizio di un polipeptide. Inol- 
tre, gli mRNA di solito contengono molti AUG (e 
GUG) in cornici di lettura diverse. Chiaramente, un 
sito di inizio della traduzione deve essere specificato 
da qualche cosa di più che un codone di inizio. 
In E. coli l’rRNA 165 contiene una sequenza ricca 
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di pirimidine alla sua estremità 3’. Questa sequenza, 
come hanno puntualizzato nel 1974 John Shine e 
Lynn Dalgarno, è parzialmente complementare a un 
tratto ricco di purine di 3-10 nucleotidi, la sequenza 
di Shine-Dalgarno, che si trova circa 10 nucleotidi 
a monte del codone di inizio di quasi tutti gli mRNA 
noti dei procarioti (Fig. 30.38). L’appaiamento di ba- 
si tra una sequenza di Shine-Dalgarno dell’mRNA e 
l’rRNA 16S permette apparentemente al ribosoma di 
selezionare l’appropriato codone di inizio. 1 riboso- 
mi, quindi, con sequenze anti-sequenze di Shine- 
Dalgarno alterate da una mutazione spesso mostrano 
una capacità molto ridotta di riconoscere gli mRNA 
naturali, anche se traducono efficientemente degli 
MRNA le cui sequenze di Shine-Dalgarno siano state 
rese complementari alle sequenze anti-sequenze di 
Shine-Dalgarno alterate. Inoltre, il trattamento dei ri- 
bosomi con la proteina battericida colicina E3 (pro- 
dotta da ceppi di E. coli che hanno il plasmide E3), 
che taglia specificamente un frammento di 49 nu- 
cleotidi dall’estremità 3’ dell’rRNA 165, genera ribo- 
somi che non possono iniziare una nuova sintesi pro- 
teica ma che possono completare la sintesi di una ca- 
tena precedentemente iniziata. 

Quando, infatti, dei ribosomi che abbiano legato un 
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frammento di mRNA di fago R17 contenente la se- 
quenza di inizio per la cosiddetta proteina A vengo- 
no trattati con colicina E3 e quindi dissociati in 1% 
SDS, il frammento di mRNA viene liberato come com- 


plesso con il frammento di rRNA di 49 nucleotidi 
(Fig. 30.39). 


L’inizio è un processo a tre stadi che richiede 
la partecipazione di fattori solubili e proteici 
di inizio della sintesi 


[433]I ribosomi intatti non legano direttamente 
I’MRNA in modo da iniziare la sintesi proteica. Quel- 
lo di inizio è, piuttosto, un processo complesso in cui 
le due subunità ribosomiali e filet tRNAf si as- 
semblano su di un mRNA allineato in modo appro- 
priato per formare un complesso che è in grado di 
iniziare l’allungamento della catena. Questo processo 
di assemblaggio richiede anche la partecipazione di 
fattori proteici di inizio che non sono associati in 
permanenza con i ribosomi. In E. coli il processo di 
inizio coinvolge tre fattori di inizio denominati IF-1 
IF-2 e IF-3 (Tabella 30.8). La loro esistenza è stata 
scoperta quando si è trovato che lavando le subunità 
piccole dei ribosomi con una soluzione di cloruro di 


a 1M, che rimuove i fattori di inizio ma non 
SEE - Me? SEA: : 

° p teine ribosomiali «permanenti», si impedisce la 
sintesi proteica. 


La sequenza di inizio nei ribosomi di E. coli si divi 
de in tre stadi (Fig. 30.40): 


ra 


Ribosoma 70S inattivo 


+» 


fMet — tRNA {fe 


Sequenza di ‘ 
Shine-Dalgarno 
' N : it, N 
S'.. ia A 3'+ Sé 


IF-2 * fMet — tRNA {f® 


Codone di 
inizio 
a - UUUGGAUGGAGUGAAACGAUG GCGAUU- e de fattori proteici solubili coinvolti nella sintesi 
galE - AGCCUAAUGGAGCGAAUUAUGAGAGUU- |. proteica in £. coli sa 
Lacl - CAAUUCAGGGUGGUGAUUGUGAAACCA-" Fattore Massa (kD) Hina we 
lacZ - UUCACACAGGAAACAGCUAUGACCAUG- 
Replicasi del fago Q 8 - UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAG- Fao diimizio S' 3' 
Proteina A del fago $X174 - AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUUCGU- I . Pl : si 
Proteina del capside del fago RIT - UCAACCGGGGUUUGAAGCAUGGCU UCU- 7 Assiste IF-3 nel suo legame a ? 
o ribosomiale - AAAACCAGGAGCUAUUUAAUGGCAACA-= lF-2 97 Lega il tRNA iniziatore e GTP Somplassp: di-Inizio: 305 
10 ribosomiale - CUACCAGGAGCAAAGCUAAUGGCUUUA- IF-3 22 i ità i 
Ss - CAAAAUUAGAGAAUAACAAUGCAAACA- RESA SIA 205 da) pisana 
trp leader - GUAAAAAGGGUAUCGACAAUGAAAGCA- inattivo ed aiuta il legame © 
i dell'mRNA 
Estremità 3° dell'rRNA 16S 3' god UVUCCU CCACUAG- 5 Fattori di allungamento 3 GDP + P, 
EF-Tu 43 Lega amminoacil-tRNA e GTP sN 
Figura 30.38 Alcune sequenze di inizio della traduzione riconosciute coppie G - U, a un tratto dell'estremità 3’ dell'RNA 16S (in basso). EF-Ts 74 Sposta GOP da EF-Tu + IF-1 + IF-2 
dai ribosomi di E. coli. Gli mRNA sono allineati in accordo con i (Fonte: STEITZ, ).A., in CHAMBLISS, G., Craven, G.R., DAVIES, J., DAVIS, EF-G “di 
77 Promuove la traslocazione mediante 


K., KAHAN, L. e NOMURA, M., (curatori), Ribosomes. Structure, Func- 


loro codoni di inizio (ombreggiati in blu). Le loro sequenze di Shine- 
tion and Genetics, pp. 481-482, University Park Press, 1979.) 


Dalgarno (ombreggiate in rosso) sono complementari, contando le il legame di GTP al ribosoma 


Fattori di rilascio 


{Met-Arg-Ala- RF-1 36 Riconosce UAA e UAG come codoni 
mRNA della proteina A del fago RIT  - AUUCCUAGGAGG UUUGACCUAUG CGAGCU- RE.2 pi AOP 
PIFIITI 3 38 Riconosce UAA e UGA come codoni 3' 
Estremità 3° i UCCUCCA ; a 
stremità 3’ dell'rRNA 16S 3 AU CU CCACUAG- 5 iu di stop i 
| > 46 Lega GTP e stimola il legame di RF-1 Complesso di Inizio 70S 
Figura 30.39 Appaiamenti di basi tra il frammento colicina E3 del- R17. (Fonte: Sterrz, ).A. e Jak£s, K., Proc. Natl. Acad. Sci., 72, p. 4735, e RF-2 


IrRNA 165 di E. coli e la regione di inizio della proteina A del fago 1975.) Figura 30.40 La via di inizio nei rib LaEol 
. nei ribosomi di £. coli. 


—————nRhmeE nu ‘‘—‘‘ER:*:G  R:MEERE::ZZZ BE  uI OI : 


U_LELE 


1056 Capitolo 30 
© 88-08-10538-5 


1. Dopo aver completato un ciclo di sintesi proteica 
le subunità 30S e 50S rimangono associate come 
ribosomi 70S inattivi. IF-3 si lega alla subunità 305 
in modo da promuovere la dissociazione -di que- 
sto complesso. IF-1 aumenta il ritmo di questa dis- 
sociazione, forse fornendo assistenza al legame di 
IF-3. 

2. GTP, mRNA e un complesso di IF-2 con fMet- 
{RNA successivamente si legano alla subuni- 
tà 30S in un ordine non ancora noto. Il riconosci- 
mento di fMet4tRNAf"® non deve quindi essere 
mediato da una interazione codone-anticodone; è 
la sola associazione tRNA-ribosoma che non ri- 
chiede questo tipo di associazione. Questa intera- 
zione, cionondimeno, aiuta il legame di fMet- 
tRNAgf® al ribosoma. Anche IF-3 funziona a 
questo stadio del processo di inizio: essa assiste 
la subunità 308 nel suo legame alla sequenza di 
Shine-Dalgarno dell’mRNA. 

3. Infine, con un processo che è preceduto dal rila- 
scio di IF-3, la subunità 50S si unisce al complesso 
di inizio 30S in modo da idrolizzare il suo GTP 
legato a GDP+P.;. 

Questa reazione irreversibile determina un riar- 
rangiamento conformazionale della subunità 305 
e il rilascio di IF-1 e IF-2, così disponibili per par- 
tecipare ad ulteriori reazioni di inizio. 


La reazione di inizio genera un complesso 
fimet-tRNA{Me' + MRNA - ribosoma in cui il fMet- 
tRNAf®! occupa il sito P del ribosoma mentre il suo 
sito A è pronto ad accettare un nuovo amminoacil- 
tRNA (un’organizzazione analoga a quella descritta 
per la fine di un ciclo di allungamento: paragrafo 
30.3D). Questa organizzazione è stata delucidata me- 
diante l’uso dell’antibiotico puromicina, come è di- 
scusso nel paragrafo 30.3D. Notate come tRN Age! 
sia il solo tRNA che entra direttamente nel sito P. 
Tutti gli altri tRNA devono passare per il sito A du- 
rante l’allungamento della catena (paragrafo 30.3D). 


Il processo di inizio degli eucarioti 
assomiglia a quello dei procarioti 


Il processo di inizio degli eucarioti assomiglia 
al processo generale dei procarioti ma ne differisce 
nei dettagli. I ribosomi hanno uno «zoo» di fattori 
di inizio (designati elF-n; dove «e» sta per eucariotico) 
molto più esteso di quello dei procarioti. In alcuni 
sistemi eucariotici ce ne sono più di 10, molti con 
subunità multiple, anche se è molto più difficile di- 
stinguerli dalle proteine ribosomiali di quanto sia per 
i fattori di trascrizione dei procarioti. 


La differenza più notevole tra il processo di inizio 
ribosomiale dei procarioti e degli eucarioti si trova 
nel secondo stadio del processo, quello del legame 
di mRNA e di un complesso formato da elF-2, GTP 
e Met-tRNA;Me alla subunità 40S del ribosoma (in 
questo caso con «i» al pedice si vuole distinguere il 
{RNA iniziatore degli eucarioti, il cui residuo Met non 
è mai N-formilato, da quello dei procarioti; ciò non 
di meno entrambe le specie sono prontamente inter- 
cambiabili in vitro). Gli mRNA degli eucarioti sono 
privi delle sequenze complementari all’rRNA 188 se- 
condo il modello di Shine-Dalgarno. Piuttosto, la tra- 
duzione degli mRNA degli eucarioti, che sono invaria- 
bilmente monocistronici, inizia quasi sempre in corri- 
spondenza del loro primo AUG. Questo, insieme alle 
osservazioni che (1) i ribosomi dei procarioti ma non 
degli eucarioti possono iniziare la traduzione su RNA 
circolari, e che (2) una subunità di elF-4F è una pro- 
teina che lega il cap, suggerisce che la subunità 
40S si leghi al cap al 5’ dell'mRNA eucariotico (para- 
grafo 29.4A) o vicino ad esso e che migri a valle fino 
ad incontrare il primo AUG. 

Questa ipotesi spiega il ritmo di inizio enormemente 
ridotto di mRNA che non possiedano un cap appro- 
priato. 


D. L'allungamento della catena 


I ribosomi allungano le catene polipeptidiche con 
un ciclo di reazioni a tre stadi che aggiunge residui 
amminoacidici all’estremità C-terminale di un poli- 
peptide in crescita (Fig. 30.41). Questo processo, che 
avviene ad un ritmo che può arrivare a 40 residui/s, 
richiede la partecipazione di parecchie proteine non 
ribosomiali note come fattori di allungamento (Ta- 
bella 30.8). 


Il legame dell’amminoaciltRNA 


Nello stadio di «legame» del ciclo di allungamen- 
to in E. coli, un complesso binario di GTP con il fatto- 
re di allungamento EF-Tu si combina con un 
amminoaciltRNA. Il complesso ternario che ne ri- 
sulta si lega al ribosoma e, con una reazione che idro- 
lizza il GTP a GDP+P;, l’amminoaciltRNA viene le- 
gato in un complesso codone-anticodone al sito A del 
ribosoma e EF-Tu - GDP +P; viene liberato. Nella re- 
stante parte di questo stadio, che serve a rigenerare 
il complesso EF-Tu- GTP, GDP viene spostato da 
EF-Tu - GDP dal fattore di allungamento EF-Ts che, 
a sua volta, viene spostato da GTP. 

Gli amminoaciltRNA si possono legare al sito A 
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EF - Ts 


Polipeptide 
nascente 


Amminoacil-tRNA 


Amminoacil-tRNA 


Traslocazione 
+ GDP + P, 


RNA 


Si 


GTP 


Figura 30.41 Il ciclo di allungamento nei ribosomi di £. coli. Negli 
eucarioti l'allungamento segue un ciclo simile ma EF-Tu ed EF-Ts so- 


no sostituite da una singola proteina a subunità multiple, eEF-1, ed 
EF-G è sostituita da eEF-2. SE di 


dei ribosomi senza la mediazione di EF-Tu, ma ad 


= ritmo troppo lento per sostenere la crescita cellu- 
are. 


x 


L'importanza di EF-Tu è indicata dal fatto che è 
la proteina più abbondante in E. coli; essa è presente 
con circa 100 000 copie per cellula (>5% delle protei- 
ne cellulari), che è approssimativamente il numero 
di molecole di tRNA nella cellula. Di conseguenza, 
l’intera dotazione di amminoacittRNA di una cellula 
è essenzialmente sequestrato da EF-Tu. EF-Tu non le- 
ga né la forma formilata né la forma non formilata 
di Met-tRNA;M®, il che spiega come mai il tRNA ini. 
ziatore non legge mai codoni AUG o GUG interni. 
Quali sono le basi strutturali di questa discriminazio- 
ne? Il tRNA{"® di E. coli differisce dagli altri tRNA - 
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di E. coli per l'assenza di una coppia di basi all’estre- 
mità del suo stelo amminoacidico (Fig. 30.37). La con- 
versione in U del suo residuo C all’estremità 5’ me- 
diante il trattamento con bisolfito, che ristabilisce la 
coppia di basi mancante U- A, permette il legame 
di EF-Tu. Evidentemente, EF-Tu riconosce lo stelo am- 
minoacidico dei tRNA non iniziatori. I tRNA inizia- 
tori, però, derivati da svariate altre fonti presentano 
uno stelo amminoacidico interamente appaiato. 


La transpeptidazione 


Il legame peptidico si forma nel secondo stadio 
del ciclo di allungamento mediante lo spostamento 
nucleofilico del tRNA nel sito P da parte del gruppo 
amminico di un amminoaciltRNA legato al 3’ nel 
sito A (Fig. 30.36). La catena polipeptidica nascente 
viene quindi allungata alla sua estremità C-terminale 
di un residuo e trasferita al tRNA del sito A, con 
un processo chiamato transpeptidazione. La rea- 
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zione avviene senza il concorso di cofattori attivanti 
come ATP poiché il legame estere tra il polipeptide 
nascente e il tRNA del sito P è un legame «ad alta 
energia». La zona della peptidil transferasi che cata- 
lizza la formazione del legame peptidico si trova in- 
teramente sulla subunità grande come è dimostrato 
dall’osservazione che ad alte concentrazioni di sol- 
venti organici, come l’etanolo, solo la subunità gran- 
de catalizza la formazione del legame peptidico. Il 
solvente organico apparentemente distorce la subu- 
nità grande in modo da mimare l’effetto del legame 
con la subunità piccola. L'attività di peptidil transfe- 
rasi sembra derivare dalla giustapposizione di parec- 
chie catene polipeptidiche nella subunità grande in- 
sieme con l’RNA 23S (paragrafo 30.3A). 


La traslocazione 
[440] Nello stadio iniziale del ciclo di allungamen- 
to, il tRNA del sito P, ora scaricato (per primo il 
RNA! ma successivamente un tRNA non inizia- 
tore) viene espulso (o, forse, trasferito al sito E ed 
espulso nella successiva reazione di legame) e, con 
un processo noto come traslocazione, il peptidil- 
tRNA nel sito A, assieme all’mRNA ad esso legato, 
viene trasferito al sito P. Questo prepara il ribosoma 
al successivo ciclo di allungamento. Il mantenimen- 
to dell’associazione codone-anticodone del peptidil- 
tRNA non è più necessario per la specificazione del- 
l’amminoacido. Essa piuttosto funziona come un Se- 
gnaposto che permette al ribosoma di saltare preci- 
samente lungo l'mRNA quei tre nucleotidi richiesti 
per mantenere la cornice di lettura. L’osservazione, 
infatti, che i tRNA soppressori della mutazione del- 
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la cornice di lettura inducono una traslocazione di 


quattro nucleotidi (paragrafo 30.2E) indica che il mo- 
vimento dell’mRNA è accoppiato direttamente al mo- 
vimento del tRNA. i 

Il processo di traslocazione richiede la partecipa- 
zione di un fattore di allungamento, EF-G, che si le- 
ga al ribosoma insieme a GTP ed è liberato solo in 
seguito ad idrolisi del GTP a GDP+P,. Il rilascio di 
EF-G è un prerequisito per l’inizio del successivo ci- 
clo di allungamento perché il legame al ribosoma di 
EF-G e di EF-Tu è mutuamente esclusivo. La trasloca 
zione è chiaramente un processo meccanico altamente 
complesso e, sfortunatamente, uno anche poco noto. 


La puromicina è un analogo 
di un amminoacil-tRNA 


[1441] Il ciclo di allungamento sul ribosoma è stato 
originariamente caratterizzato tramite l’uso dell’an- 
tibiotico puromicina (Fig. 30.42). Questa sostanza, 
che assomiglia all’estremità 3’ di TyrtRNA, deter 
mina la terminazione prematura della sintesi della 
catena polipeptidica. La puromicina si lega, in com- 
petizione con l’amminoaciLtRNA specificato ma sen- 
za il bisogno di fattori di allungamento, al sito A del 
ribosoma che, a sua volta, catalizza una normale rea- 
zione di transpeptidazione formando peptidil-pu- 
romicina. Il ribosoma, però, non può catalizzare la 
reazione di transpeptidazione nel ciclo di allungamen- 
to successivo perché il «residuo amminoacidico» del- 
la puromicina è legato al suo «tRNA» tramite un le- 
game amidico anziché un legame estere. La sintesi 
proteica è quindi interrotta e la peptidil-puromicina 
liberata. 


Figura 30.42 La puromicina (a sinistra) assomiglia all’estre- 
mità 3’ del tirosil-tRNA (a destra). 
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In assenza di EF-G e GTP un ribosoma attivo non 
può legare la puromicina perché il suo sito A è già 
occupato da un peptidil-tRNA. Un ribosoma su cui 
la sintesi è iniziata ex novo viola questa regola: cata- 
lizza la formazione di fMet-puromicina. Queste os- 
servazioni dimostrano l’esistenza funzionale dei siti 
Pe A ribosomiali e stabilisce che fMet1RNA{® si le- 
ga direttamente al sito P, mentre gli altri amminoacil- 
RNA devono prima entrare nel sito A. 


Modello allosterico a tre siti 
per il ciclo ribosomiale dell’allungamento 


[442] È ora ampiamente accettato che il ribosoma con- 
tenga tre siti di legame col tRNA: (1) il sito A che 
lega l’amminoacil-tRNA su cui viene trasferita la ca- 
tena polipeptidica in crescita, (2) il sito P che lega 
il peptidi-tRNA, e (3) il sito E (che sta per «uscita») 
che lega il tRNA deacilato. Il legamé del tRNA ai 
siti A ed E mostra una cooperazione allosterica nega- 
tiva. Alla fine di un ciclo di allungamento il sito E 
lega con alta affinità il tRNA appena deacilato men- 
tre il sito A ora svuotatosi mostra una bassa affinità 
per l’amminoaciltRNA (stato postraslocazionale). Do- 
po aver legato un amminoacil-tRNA il ribosoma va 
incontro a una modificazione conformazionale che 
converte il sito A nello stato di alta affinità ed il sito 
E nello stato di bassa affinità che di conseguenza de- 
termina la liberazione del tRNA deacilato (stato pre- 
traslocazionale). 

Si ipotizza che nello stato postraslocazionale il sito 
A leghi l’amminoacil-tRNA principalmente attraver- 
so le interazioni codone-anticodone mentre nello sta- 
to pretraslocazionale il legame dell’amminoaciltRNA 
sia sostenuto da interazioni ribosoma-tRNA che lega- 
no tutti i tRNA più o meno con la stessa affinità. Nel- 
lo stato postraslocazionale, quindi, il sito A discrimi- 
nerebbe tra gli amminoacil-tRNA ad esso corrispon- 
denti e quelli non corrispondenti molto più accurata- 
mente di quanto faccia nello stato pretraslocaziona- 
le. Questo modello può quindi fornire una spiegazio- 
ne dell’accuratezza dei ribosomi senza tirare in ballo 
un meccanismo di rilettura e correzione. 


Gli stati intermedi 
nel movimento del tRNA sul ribosoma 


[1443] Studi condotti mediante la tecnica della map- 
patura («footprinting») chimica (paragrafo 33.3B) ri- 
velano che alcune basi dell’rRNA 16S sono protette 
dai tRNA legati ai siti A e P del ribosoma e che alcu- 
Ne basi dell’rRNA 23S sono protette dai tRNA legati 


ai siti A, P ed E. Quasi tutte queste basi protette sono 
assolutamente conservate filogeneticamente, e molte 
di loro sono risultate implicate nella funzione riboso- 
mica come risultato di studi biochimici e genetici. 

Le variazioni nei risultati del footprinting chimico 
durante il ciclo di allungamento indicano che la tra- 
slocazione del tRNA avviene in due tappe. La prima 
fase, che è sostenuta dalla formazione del legame 
peptidico, sposta il polo dello stelo accettore del nuo- 
vo peptidil-tRNA dal sito A al sito P della subunità 
grande del ribosoma, mentre il polo dell’anticodone 
rimane associato con il sito A della subunità piccola 
(generando il cosiddetto stato ibrido A/P). Il polo dello 
stelo accettore del tRNA appena deacilato simulta- 
neamente si sposta dal sito P al sito E della subunità 
grande mentre il polo dell’anticodone rimane asso- 
ciato al sito P della subunità piccola (lo stato P/E). 
Nella seconda fase, che è il risultato del legame da 
parte del ribosoma del fattore di allungamento EF- 
G, le estremità dell’anticodone di questi tRNA, in- 
sieme con l’mRNA ad essi legato, si spostano relati- 
vamente alla subunità piccola del ribosoma in modo 
tale che il peptidit-tRNA occupa il sito P di entram- 
be le subunità ribosomiali (lo stato P/P) e il tRNA 
deacilato occupa il sito E della subunità grande del 
ribosoma (un tRNA nel sito E, come indicato prima, 
non protegge l’rRNA 16S e quindi il suo stato di 
occupazione non può essere determinato mediante 
mappatura chimica). Queste osservazioni possono 
spiegare perché tutti i ribosomi sono formati da due 
subunità dissociabili. 


Il ciclo di allungamento degli eucarioti 
assomiglia a quello dei procarioti 


[1444] I! ciclo di allungamento degli eucarioti assomi- 
glia molto a quello dei procarioti. Negli eucarioti le 
funzioni di EF-Tu e di EF-Ts sono assunte da due di- 
verse subunità del fattore di allungamento degli eu- 
carioti eEF-1. Analogamente eEF-2 funziona in mo- 
do simile a EF-G. I corrispondenti fattori di allunga- 
mento dei procarioti e degli eucarioti non sono però 
intercambiabili. 


E. La terminazione della catena 


La sintesi proteica diretta da un mRNA sinteti- 
co come poli(U) termina con un peptidil-tRNA in as- 
sociazione con il ribosoma. Tuttavia, la traduzione 
degli mRNA naturali, che contengono i codoni di ter- 
minazione UAA, UGA 0 UAG, ha come risultato la 
produzione di polipeptidi liberi (Fig. 30.43). In E. coli 
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Figura 30.43 La sequenza di terminazione nei ribosomi di £. coli. 
RF-1 riconosce i codoni di termine UAA e UAG, mentre RF-2 ricono- 
sce UAA e UGA. Negli eucarioti la terminazione segue una via ana- 
loga ma richiede la presenza di un solo fattore di rilascio, eRF, che 
riconosce tutti e tre i codoni di terminazione. 
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i codoni di terminazione, gli unici codoni che nor- 
malmente non hanno tRNA corrispondenti, sono ri- 
conosciuti da fattori di rilascio proteici (Tabella 
30.8): RF-1 riconosce UAA e UAG, mentre RF-2 ri- 
conosce UAA e UGA. Nessuno di questi fattori di 
rilascio può legarsi al ribosoma contemporaneamen- 
te ad EF-G. Un terzo fattore di rilascio, RF-3, che 
lega GTP, stimola il legame ribosomico di RF-1 e RF-2. 
I fattori di rilascio agiscono sul sito A del ribosoma 
come è indicato dall’osservazione che essi competo- 
no con i tRNA soppressori per i codoni di termina- 
zione. 

Il legame di un fattore di rilascio all’appropriato 
codone di terminazione induce il trasferimento da par- 
te della peptidil transferasi ribosomiale del gruppo 
peptidilico all’acqua anziché a un amminoacil-tRNA 
(Fig. 30.44). Il tRNA conseguentemente scaricato sì 
dissocia successivamente dal ribosoma e i fattori di 
rilascio vengono espulsi con la concomitante idrolisi 
di GTP a GDP+P,. Il risultante ribosoma inattivo ri- 
lascia quindi l’'mRNA legato, preparandosi per un 
nuovo ciclo di sintesi polipeptidica. Negli eucarioti 
la terminazione assomiglia a quella dei procarioti ma 
richiede solo un singolo fattore di rilascio, eRF, che 
si lega al ribosoma assieme a GTP. Questo GTP viene 
idrolizzato a GDP +P; in una reazione che si ritiene 
stimoli la dissociazione di eRF dal ribosoma. 


PI 


L’idrolisi di GTP accelera i processi ribosomiali 


Qual è il ruolo delle varie reazioni di idrolisi 
del GTP che sono essenziali per la normale funzione 
ribosomica? La traduzione avviene in assenza di GTP, 
anche se molto lentamente, così che l’energia libera 
della reazione di transpeptidazione è sufficiente a s0- 
stenere l’intero processo di traduzione. Inoltre, nes- 
suna delle reazioni di idrolisi di GTP determina un 
intermedio covalente «ad alta energia» come fa, di- 
ciamo, l’idrolisi di ATP in numerose reazioni biosin- 
tetiche. Si ritiene quindi che il legame con GTP de- 
termini allostericamente delle modificazioni confor- 
mazionali nei componenti del ribosoma tali da facili- 
tare un processo particolare come una traslocazione. 
Questo cambiamento conformazionale catalizza an- 
che l’idrolisi del GTP che, a sua volta, permette al 
ribosoma di ritornare alla sua conformazione inizia- 
le con il concomitante rilascio di prodotti compren- 
denti GDP + P;. Il ritmo elevato e la irreversibilità del- 
la reazione di idrolisi del GTP assicura quindi che 
i vari e complessi processi ribosomiali a cui è accop- 
piata, l’inizio, l’allungamento e la terminazione, sia- 
no di per sé veloci ed irreversibili. L’idrolisi del GTP 
facilita anche l’accuratezza della traduzione. 
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F. L'accuratezza della traduzione 


‘1447]Il codice genetico è normalmente tradotto con 
notevole fedeltà. Abbiamo già visto che la trascrizio- 
ne e la coniugazione dell’amminoacido al tRNA pro- 
cedono entrambe con grande accuratezza (paragrafi 
29.2D e 30.2C). 

L’accuratezza della decodificazione ribosomiale del- 
l'’mRNA è stata stimata dalla velocità di alterata in- 
corporazione di 555-Cys nella flagellina altamente 
purificata, una proteina di E. coli (paragrafo 34.3G) 
che, normalmente, è priva di Cys. Queste misurazio- 
ni indicano che la frequenza di errata traduzione è 
di —107* errori /per codone. Questa frequenza è 
enormemente aumentata in presenza di streptomi- 
cina, un antibiotico che aumenta la frequenza di er- 
rata lettura sui ribosomi (paragrafo 30.3G). Dal tipo 
di errori di lettura che si sa vengono indotti dalla 
streptomicina si è concluso che l’errata traduzione 
era derivata quasi interamente dalla confusione dei 
codoni di Arg CGU e CGC con i codoni di Cys UGU 
e UGC. La suddetta frequenza di errore è quindi am- 
piamente determinata da errori nella decodificazio- 
ne ribosomiale. 

Gli amminoacil-tRNA sono selezionati dal riboso- 
ma solo a seconda del loro anticodone. Si stima, però, 
che la perdita di energia di legame che deriva dal 
disaccoppiamento di una singola base in una intera- 
zione codone-anticodone sia — 12 kJ- mol”! che, se- 
condo l’equazione [30.1], non può rendere conto di 
una accuratezza di decodificazione del ribosoma di 
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Figura 30.44 L’idrolisi catalizzata dai ribosomi del peptidil-tRNA che 
genera un polipeptide e tRNA libero. 


meno di — 107? errori per codone. Evidentemente, 
il ribosoma possiede qualche meccanismo di corre- 
zione che aumenta la sua accuratezza di decodifica- 
zione complessiva. 

Come può un ribosoma correggere un’interazione 
codone-anticodone? Sono stati immaginati due tipi di 
meccanismi: (1) un meccanismo di legame selettivo 
come quello delle amminoacil-tRNA sintetasi (para- 
grafo 30.2C); e (2) un meccanismo cinetico. Con un 
meccanismo ribosomiale di selettività di legame ci 
sono scarse evidenze a favore dell’esistenza di un se- 
condo sito di legame dell’amminoaci-tRNA che fun- 
zioni escludendo le interazioni codone-anticodone im- 
proprie. Si stanno accumulando prove in accordo con 
un meccanismo di correzione cinetica. 


La correzione cinetica richiede 
una via di reazioni ramificata 


I modelli di correzione cinetica della selezione 
del tRNA richiedono solo un sito di legame. John Hop- 
field ha teorizzato che un tale processo possa avveni- 
re tramite un meccanismo di reazioni ramificate di 


allungamento della catena polipeptidica come quello 
schematizzato nella Fig. 30.45: 


1. La reazione di legame iniziale discrimina, come 
discusso, tra tRNA corrispondenti (specificati) e 
non corrispondenti (non specificati) a seconda delle 
loro energie di legame codone-anticodone. 


im 
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Figura 30.45 Un meccanismo cinetico di rilettura e correzione per 
la selezione di una interazione codone-anticodone corretta. La rea- 
zione iniziale di riconoscimento seleziona l’amminoacil-tRNA (aa-tRNA) 
per la corretta interazione codone-anticodone. Il complesso risultante 
si converte, con un processo sostenuto da GTP, in un intermedio 
«ad alta energia» (*) che, a sua volta, rilascia EF-Tu + GTP preparando- 
si per la formazione di un legame peptidico o rilascia l’amminoacil- 
tRNA prima che venga rilasciato EF-Tu - GTP. Se kykz di un errato 
appaiamento codone-anticodone è maggiore di quella di un appaia- 
mento corretto, allora questi ultimi passaggi rappresentano un mecca- 
nismo di rilettura e correzione per un appropriato legame del tRNA. 


[IS] 


Dopo ciò, il GTP legato si idrolizza irreversibil- 

mente dando origine a un intermedio attivato, in- 

dicato con un asterisco. Questo complesso può al- 
lora reagire in uno di due modi: 

(a) EF-Tu - GDP può dissociarsi dal ribosoma con 
una costante di velocità k3 orientando il ri- 
bosoma a formare un legame peptidico. 

(b) Alternativamente, l’amminoacil-tRNA può dis- 
sociarsi dal ribosoma con una costante di ve- 
locità ky determinando l’interruzione della fa- 
se di allungamento. EF-Tu - GDP si dissocia suc- 
cessivamente dal ribosoma permettendogli di 
ricominciare la fase di allungamento. 


Se il rapporto kykz è maggiore per i tRNA non cor- 
rispondenti che per i corrispondenti, allora sarà av- 
venuta una seconda verifica. Si ritiene che le basi fi- 
siche di questa seconda verifica siano che k3 è indi- 
pendente dall’identità del tRNA, mentre ky è mag- 
giore per un tRNA non corrispondente legato relati- 
vamente debolmente di quanto sia per un tRNA cor- 
rispondente. La velocità di dissociazione EF-Tu - GDP 
fornisce quindi un conto alla rovescia contro cui il 
ribosoma misura la velocità di dissociazione del tRNA: 


Ribosoma (n)« EF-Tu- GDP 
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un tRNA non corrispondente di solito si dissocia dal 
ribosoma prima di EF-Tu- GDP (il periodo medio è 
nell'ordine di parecchi millisecondi), mentre un tRNA 
corrispondente di solito rimane legato. L’intermedio 
attivato è essenziale per questo processo perché al 
trimenti la fase di dissociazione del tRNA (quella ca- 
ratterizzata da ky) sarebbe identica a quella della fa- 
se di riconoscimento iniziale (quella caratterizzata da 
k_;). L’idrolisi del GTP provvede quindi il secondo 
contesto necessario per la correzione. 

Il modello della correzione cinetica è sostenuto dal- 
le seguenti osservazioni: 


1. Viene idrolizzato più GTP per legame peptidico 
formato con tRNA non corrispondente che con 
tRNA corrispondente (anche se questa osservazio- 
ne è in accordo anche con i modelli di legame 
selettivo). 

La velocità di dissociazione di EF-Tu - GDP da un 
ribosoma è, infatti, indipendente dall’identità 
dell’amminoaciltRNA legato. 


N) 


G. Gli inibitori della sintesi proteica: 
gli antibiotici 


[1449] Gli antibiotici sono sostanze prodotte da batte- 
ri o da funghi che inibiscono la crescita di altri orga- 
nismi. Gli antibiotici sono noti per inibire numerosi 
processi biologici essenziali compresa la replicazione 
del DNA (per esempio la novobiocina, paragrafo 
28.5C), la trascrizione (la rifamicina B; paragrafo 
29.2C) e la sintesi della parete batterica (la penicilli- 
na; paragrafo 10.3B). Tuttavia, la maggior parte degli 
antibiotici noti, compresa una grande varietà di so- 
stanze utili dal punto di vista medico, bloccano la 
traduzione. Questa situazione è presumibilmente una 
conseguenza dell'enorme complessità del macchina- 
rio deputato alla traduzione, che lo rende vulnerabi- 
le alla distruzione in molti modi. Gli antibiotici sono 
anche stati utili nell’analisi dei meccanismi riboso- 
miali poiché, come abbiamo visto per la puromicina 
(paragrafo 30.3D), il blocco di una funzione specifica 
spesso ne permette la dissezione biochimica nelle sue 
fasi componenti. La Tabella 30.9 e la Fig. 30.46 de- 
scrivono parecchi inibitori della traduzione signifi- 
cativi dal punto di vista medico e/o biochimicamente 
utili. Descriveremo il meccanismo di alcuni di essi 
tra i meglio caratterizzati. 


La streptomicina 


La streptomicina, che è stata scoperta nel 1944 


La traduzione 1063 


> 88-08-10538-5 


OH CH;0H 0 


NI I 
osn(_Y-6-c-xh-c-cHel, 


Ho H 


Cloramfenicolo 


Eritromicina 


qui 
NH—C—NHy 


OH H 


Streptomicina 


da Selman Waksman, è un membro importante dal 
punto di vista medico di una famiglia di antibiotici 
nota come amminoglicosidi che inibisce i ribosomi 
dei procarioti in svariati modi. A basse concentrazio- 
ni, la streptomicina induce una lettura errata in mo- 
do caratteristico dell’mRNA da parte del ribosoma: 
una pirimidina può essere scambiata per l’altra nella 
prima e nella seconda posizione del codone ed en- 


- 
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Figura 30.46 Una selezione di antibiotici che agiscono come inibitori 
della traduzione. 


trambe le pirimidine possono essere scambiate per 
adenina nella prima posizione. Questo inibisce la cre- 
scita di cellule suscettibili ma non le uccide. A con- 
centrazioni più alte, tuttavia, la streptomicina impe- 
disce l’appropriato inizio della catena e quindi deter- 
mina morte cellulare. 

Certi mutanti streptomicina resistenti (str*) presen- 
tano i ribosomi con una proteina $12 alterata se pa- 
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Tabella 30.9 Alcuni inibitori dei ribosomi 


Inibitore Azione 


erette‘ TER 


Cloramfenicolo Inibisce la peptidil transferasi sulla 
subunità grande dei procarioti 
Cicloesimmide Inibisce la peptidi! transferasi sulla 
subunità grande degli eucarioti 
Eritromicina Inibisce la traslocazione da parte della 
subunità grande dei procarioti 
Acido fusidico Inibisce l'allungamento nei procarioti 
bloccando la dissociazione di 
EF-G - GOP dalla subunità grande 
Un analogo dell’amminoacil-tRNA che 
induce la terminazione precoce della 
catena in procarioti ed eucarioti 
Provoca una errata lettura dell'mRNA 
ed inibisce l’inizio della catena nei 
procarioti 
Inibisce il legame degli amminoacil- 
tRNA alla subunità piccola dei 


procarioti 


Puromicina 


Streptomicina 


Tetraciclina 


Tossina difterica Inattiva cataliticamente eEF-2 mediante 
ADP-ribosilazione 

Ricina/Abrina Proteine vegetali velenose che inattivano 
cataliticamente la subunità grande degli 


eucarioti 


ragonata con quella dei batteri streptomicina sensi 
bili (strS). È interessante notare che anche un cam- 
biamento nella base C912 dell’rRNA 16S (che si trova 
nell’ansa centrale nella Fig. 30.25) conferisce la resi 
stenza alla streptomicina. (Alcuni batteri mutanti non 
sono solo resistenti alla streptomicina ma dipendenti 
da essa; essi ne hanno bisogno per la crescita.) Nei 
batteri parzialmente diploidi che sono eterozigoti per 
la resistenza alla streptomicina (str*/str®), la sensibi- 
lità alla streptomicina è dominante. Questa enigmati- 
ca osservazione è spiegata dalla scoperta che, in pre- 
senza di streptomicina, i ribosomi str$ rimangono 
legati ai siti di inizio escludendo quindi i ribosomi 
str® da questi siti. Inoltre, in questi complessi bloc- 
cati, gli mRNA sono degradati dopo pochi minuti, 
il che permette ai ribosomi str® di legarsi anche agli 
mRNA di nuova sintesi. 


Il cloramfenicolo 


Il cloramfenicolo, il primo degli antibiotici a 
«largo spettro», inibisce l’attività peptidil transferasi 
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ca sulla subunità grande dei ribosomi dei procarioti. 
I suoi usi clinici sono tuttavia limitati solo a gravi 
infezioni a causa dei suoi effetti collaterali tossici che 
sono determinati, almeno in parte, dalla sensibilità 
al cloramfenicolo dei ribosomi mitocondriali. Esperi- 
menti di legame con subunità 50S ricostituite che so- 
no prive di un componente o di un altro suggerisco- 
no che la proteina L16 sia necessaria per il legame 
con il cloramfenicolo. Questa tesi è corroborata da 
esperimenti di marcatura per affinità che indicano 
che L16, così come parecchie altre proteine della su- 
bunità grande e l’RNA 23S, siano vicine al cloramfe- 
nicolo legato. Che l’RNA 23S sia anche implicato nel- 
la resistenza al cloramfenicolo risulta dall’osservazio- 
ne che alcuni dei suoi mutanti sono resistenti al clo- 
ramfenicolo. Il sito di legame del cloramfenicolo de- 
ve essere vicino al sito A della subunità grande dato 
che il cloramfenicolo compete per questo legame con 
la puromicina e con l’estremità 3° dell’amminoacil- 
tRNA ma non con i peptidiltRNA. Questa osserva- 
zione suggerisce che il cloramfenicolo inibisce il tra- 
sferimento del peptidile interferendo con le intera- 
zioni dei ribosomi con gli amminoaci-tRNA legati 
nel sito A. 


La tetraciclina 


[1452] La tetraciclina e i suoi derivati sono antibio- 
tici a largo spettro che si legano alla subunità picco- 
la dei ribosomi dei procarioti dove inibiscono il le- 
game dell’amminoaciLtRNA. La tetraciclina blocca 
anche la risposta stringente (paragrafo 29.3F) ini- 
bendo la sintesi di ppGpp. Questo indica che il tRNA 
deacilato deve legarsi al sito A_ per attivare il fatto- 
re stringente. 

I ceppi batterici resistenti alla tetraciclina sono di- 
ventati molto comuni creando un serio problema cli- 
nico. La maggior parte delle volte, tuttavia, la resi- 
stenza è conferita da una diminuzione della permea- 
bilità della membrana cellulare batterica alla tetraci- 
clina piuttosto che da una qualunque alterazione dei 
componenti ribosomiali. 


La tossina difterica 


[1453] La difterite è una malattia che origina dall’in- 
fezione del batterio Corynebacterium diphtheriae che 
alberga il batteriofago corinefago f. La difterite è 
stata una delle principali cause di mortalità infantile 
fino all’inizio di questo secolo quando si è diffusa 
la vaccinazione. Anche se l’infezione batterica è di 
solito confinata alla parte superiore dell’apparato re- 
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spiratorio, il batterio secerne una proteina codificata 
dal fago, nota come tossina difterica, che è respon- 
sabile degli effetti letali della malattia. La tossina dif 
terica inattiva specificamente il fattore eucariotico di 
allungamento eEF-2 inibendo quindi la sintesi delle 
proteine negli eucarioti. 

Gli effetti patogeni della difterite sono prevenuti, 
come si è scoperto negli anni 1880-1890, mediante 
l’immunizzazione con il tossoide, la tossina inatti- 
vata con la formaldeide. Individui che hanno con- 
tratto la difterite vengono trattati sia con antitossina 
derivata da siero di cavallo, che si lega alla tossina 
difterica inattivandola, che con antibiotici che com- 
battano l’infezione batterica. 

La tossina difterica agisce in un modo particolar- 
mente interessante. È una proteina monomerica di 
58 kD che viene facilmente digerita dalla tripsina e 
da enzimi simili alla tripsina in due frammenti, A 
e B. Il dominio B della tossina intatta si lega ad un 
recettore sconosciuto sulla membrana citoplasmatica 
di cellule suscettibili. La tossina è quindi tagliata pro- 
teoliticamente e il frammento B facilita l’incorpora- 
zione nel citoplasma del frammento A tramite endo- 
citosi mediata dal recettore (il frammento A libero 
non ha attività tossica). 

Nel citoplasma il frammento A catalizza la ADP- 
ribosilazione di eEF-2 da parte di NAD*, 


eEF-2+XNADU È 
(attivo) ! 
[rossina difterica 


ADP ribosi[-@EF-2+ Xicbunanide + Ht 
(inattivo) 


inattivando quindi questo fattore di allungamento. 
Poiché il frammento A agisce cataliticamente, una 
molecola è sufficiente ad ADP-ribosilare tutti gli eEF-2 


CHy Residuo di His 


_l/ N(CHyi, 
\ 


CH3— CHy— CH 
Da 
NH, 


i Î 
OH OH 


Gruppo ADP-ribosilico 


Diftamide ADP-ribosilata 


di una cellula, il che blocca la sintesi proteica ed ucci- 
de la cellula. Pochi microgrammi di tossina difterica 
sono quindi sufficienti ad uccidere un individuo non 
immunizzato. 

La tossina difterica ADP-ribosila specificamente un 
residuo His modificato di eEF-2 noto come diftami- 
de (vedi la formula, a sinistra in basso). La diftamide 
è presente solo in eEF-2 (non è neppure presente nel- 
la sua controparte batterica EF-G), il che rende conto 
della specificità della tossina difterica nel modificare 
esclusivamente eEF-2. L'osservazione che la diftami- 
de è presente in tutti i fattori eEF-2 degli eucarioti 
suggerisce che questo residuo sia essenziale per l’at- 
tività di eEF-2. Alcune cellule animali coltivate e mu- 
tanti, che però non mostrano alterazioni nella loro 
capacità di sintetizzare proteine, sono prive dell’en- 
zima che modifica postraduzionalmente His a difta- 


mide. Il normale ruolo biologico della diftamide è 
* quindi un mistero. 


4. IL CONTROLLO DELLA TRADUZIONE 
NEGLI EUCARIOTI 


La velocità di inizio della traduzione sul ribo- 
soma di un mRNA procariotico varia fino ad un fat- 
tore 100. Le proteine codificate dall’operone lac di 
E. coli, per esempio, 8-galattosidasi, galattoso permeasi 
e tiogalattoside transacetilasi, vengono sintetizzate in 
rapporti molari di 10:5:2. Questa variazione è proba- 
bilmente una conseguenza delle loro diverse sequen- 
ze di Shine-Dalgarno. Alternativamente, i ribosomi 
possono attaccarsi all’mRNA lac solo in corrisponden- 
za del suo gene della 8-galattosidasi e staccarsi occa- 
sionalmente in risposta al segnale di terminazione 
della catena (rendendo così conto del decrescente rit- 
mo di traduzione lungo l’operone). Ad ogni buon 
conto, non c'è evidenza che il ritmo di traduzione 
nei procarioti risponda a cambiamenti dell’ambien- 
te. Nei procarioti l’espressione genetica è quindi quasi 
interamente controllata trascrizionalmente (paragra- 
fo 29.3). Naturalmente, dato che i loro mRNA hanno 
una emivita di soli pochi minuti, potrebbe sembrare 
che i procarioti non abbiano bisogno di meccanismi 
di controllo della traduzione. 

Il controllo della trascrizione negli eucarioti, anche 
se molto più complesso che nei procarioti, è riserva- 
to alla regolazione del differenziamento cellulare (pa- 
ragrafo 33.3). 

Ci sono, tuttavia, sempre maggiori indicazioni che 
le cellule eucariotiche rispondano ai propri bisogni, 
almeno in parte, mediante il controllo della tradu- 
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zione. Questo fatto è realizzabile perché le emivite 
degli mRNA degli eucarioti sono generalmente del- 
l’ordine di grandezza di ore o di giorni. In questo 
paragrafo prenderemo in esame i due meccanismi 
di controllo della traduzione negli eucarioti meglio 
caratterizzati: (1) la regolazione della sintesi dell’e- 
moglobina ad opera dell’eme, e (2) gli effetti di quel- 
le proteine indotte dalla presenza di virus note come 
interferoni. Prenderemo anche in considerazione il 
fenomeno del mascheramento dell’mRNA. 


A. Il controllo della traduzione 
da parte dell’eme 


[1455]] reticolociti sintetizzano proteine, quasi esclu- 
sivamente emoglobina, ad un ritmo incredibilmente 
alto e sono quindi il soggetto preferito per lo studio 
della traduzione negli eucarioti. La sintesi dell’emo- 
globina in lisati freschi di reticolociti procede nor- 
malmente per parecchi minuti ma poi si ferma bru- 
scamente a causa dell’inibizione dell’inizio della tra- 
duzione e la conseguente disaggregazione dei poliso- 
mi. Questo effetto è prevenuto dall’aggiunta di eme 
(un prodotto dei mitocondri, paragrafo 24.4A, che 
questo sistema in vitro non è in grado di sintetizza- 
re) indicando quindi che la sintesi della globina è re- 
golata dalla disponibilità dell’eme. L’inibizione del- 
l’inizio della traduzione della globina viene anche ro- 
vesciata dall’aggiunta del fattore di inizio degli euca- 
rioti eEF-2 e da alti livelli di GTP. 

In assenza di eme, nel lisato di reticolociti si accu- 
mula una proteina, l’inibitore controllato dall’e- 
me (HCN), che fosforila un residuo Ser specifico sulla 
subunità « di elF-2 (eEF-2 è un trimero «By che por- 
ta GTP e Met-tRNA;Me! alla subunità 40S del riboso- 
ma; paragrafo 30.3C). HCI è generata, in assenza di 
eme, a partire da un proinibitore preesistente con 
un processo scarsamente caratterizzato che coinvol. 
ge probabilmente per lo meno un’altra proteina. 
eIF-2 fosforilata può partecipare al processo di inizio 
sul ribosoma esattamente come elF-2 non fosforilata. 
Questa enigmatica situazione è stata chiarita dalla sco- 
perta che il GTP non si dissocia spontaneamente da 
elF-2 al momento del completamento del processo 
di inizio come fa da IF-2 nel corrispondente processo 
nei procarioti (Fig. 30.40). eIF-2, piuttosto, scambia 
il suo GDP con GTP con una reazione mediata da 
un altro fattore di inizio, elF-2B (Fig. 30.47). Si è 
visto che elF-2 fosforilato forma un complesso molto 
più stretto con elF-2B di quanto faccia elF-2 non fo- 
sforilato. Questo determina il sequestro di elF-2B (Fig. 
30.48), che è presente in quantità inferiore a elF-2, 


. impedendo quindi la rigenerazione di eIF-2 - GTP ri- 
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Figura 30.47 il prodotto eiF-2 - GDP della reazione di inizio sui ribo- 
somi eucariotici viene rigenerato dall’interscambio GDP-GTP con 
elF-2B - GTP. 


Inibata 


dalleme 


H,0 


elF-2 fosfatasi 


Figura 30.48 Un modello per il controllo della sintesi proteica da 
parte dell’eme nei reticolociti. 


chiesta per l’inizio della traduzione. La presenza di 
eme rovescia l’inibizione della traduzione inibendo 
HCI. Le molecole di elF-2 fosforilato vengono riatti- 


vate mediante l’azione della elF-2 fosfatasi, che. 


non è influenzata dall’eme. I reticolociti, inoltre, con- 
tengono una proteina di 67 kD recentemente sco- 
perta che protegge elF-2 dalla fosforilazione cataliz- 
zata da HCI. 


B. Gli interferoni 


Gli interferoni sono glicoproteine secrete da cel- 
lule di vertebrati infettate da virus. Legandosi a re- 
cettori sulla superficie di altre cellule gli interferoni 
le convertono a uno stato di reattività antivirale che 
impedisce la replicazione di un’ampia varietà di vi- 
rus a RNA e a DNA. La scoperta, infatti, degli inter- 
feroni negli anni ’50 è nata dall’osservazione che in- 
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dividui infettati da virus sono resistenti all’infezione 
da parte di un secondo tipo di virus. 

Ci sono tre famiglie di interferoni: l’interferone 
di tipo « o leucocitario (i leucociti sono i globuli 
bianchi del sangue), l’interferone di tipo f o fi- 
broblastico ad esso relato (i fibroblasti sono cellule 
del tessuto connettivo) e l’interferone di tipo y 0 
linfocitario (i linfociti sono le cellule del sistema im- 
munitario). La sintesi dell’interferone è indotta da 
RNA a doppia elica (AsRNA) che probabilmente si 
genera tanto durante l’infezione sia di virus a DNA 
che di virus a RNA quanto in presenza del dsRNA 
sintetico poli(1) - poli(C). Gli interferoni sono agenti an- 


e 


ATP 


elF-2 fosfatasi 


Inibizione della traduzione 


(b) 


2,5A sintetasi indotta 
dall’interferone 


dsRNA 


(2',5')-fosfodiesterasi 
2584 —__——* ATP + AMP 


ATP i 
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mRNA — _—-—> Nucleotidi 


Degradazione dell’'mRNA 


Figura 30.49 In cellule trattate con interferone la presenza di dsRNA, 
che è un normale risultato dell’infezione virale, determina (a) l’inibi- 
zione dell'inizio della traduzione, e (b) la degradazione dell'mRNA, 
bloccando quindi la traduzione ed impedendo la replicazione del virus. 
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tivirali efficaci a concentrazioni estremamente bas- 
se, come 3x107!m, che li pongono tra le sostanze 
biologiche più potenti. Essi hanno inoltre specificità 
molto più ampie degli anticorpi prodotti contro un 
particolare virus. Essi hanno quindi suscitato un gran- 
de interesse dal punto di vista medico, particolarmen- 
te per il fatto che certi tipi di cancro sono indotti 
da virus (paragrafo 33.4C). Essi sono infatti clinica- 
mente usati in presenza di determinati tumori e di 
infezioni virali. Questi trattamenti sono possibili gra- 
zie alla produzione di grandi quantità di queste pro- 
teine altrimenti scarsamente rappresentate, median- 
te tecniche di clonaggio molecolare (paragrafo 28.8). 

Gli interferoni impediscono la proliferazione virale 
prevalentemente inibendo la sintesi proteica nelle cel- 
lule infettate (l’interferone linfocitario modula anche 
la risposta immunitaria). Essi lo fanno in due modi 
indipendenti (Fig. 30.49): 


1. Gli interferoni inducono la produzione di una pro- 
teina chinasi che, in presenza di AsRNA, fosforila 
la subunità « di elF-2 esattamente come fa HCI 
nei reticolociti, inibendo quindi l’inizio della tra- 
duzione sui ribosomi. Questa osservazione sug- 
gerisce che la fosforilazione di elF-2 possa rap- 
presentare un meccanismo generale di controllo 
della traduzione negli eucarioti. 

2. Gliinterferoniinducono anche la sintesi di (2‘,5‘)- 
oligoadenilato sintetasi. In presenza di AsRNA 
questo enzima catalizza la sintesi, a partire da ATP, 
di un insolito oligonucleotide pppA (2’p5'A), do- 
ven=da1a 10. Questo composto, 2‘,5’-A, attiva 
una endonucleasi preesistente, la RNasi L, che de- 
grada l’mRNA inibendo la sintesi proteica. Lo stes- 
so 2‘,5°-A viene rapidamente degradato da un en- 
zima chiamato (2‘,5’)-fosfodiesterasi, e deve 
quindi essere continuamente sintetizzato per man- 
tenere il suo effetto. 


L’indipendenza di 2,5-A e del sisterna di proteina chi- 
nasi indotto dall’interferone è dimostrata dall’osser- 
vazione che l’effetto di 2,5-A sulla sintesi proteica 
è rovesciato dall’aggiunta di mRNA ma non di eIF-2. 


C. Il mascheramento dell’mRNA 


È noto fin dal secolo scorso che le fasi precoci 
dello sviluppo embrionale in organismi quali il ric- 
cio di mare sono governate quasi interamente dal- 
l’informazione presente nell’uovo prima della fecon- 
dazione. Gli embrioni di riccio di mare, infatti, espo- 
sti ad una dose di actinomicina D (paragrafo 29.2D) 
sufficiente ad inibire la sintesi di RNA senza blocca- 


1068 Capitolo 30 


re la sintesi di DNA si sviluppano normalmente at- 
traverso i primi stadi senza modificazioni del loro 
programma di sintesi proteica. Questo è dovuto al 
fatto che un uovo non fecondato contiene grandi quan- 
tità di mRNA che è «mascherato» da proteine ad esso 
associate in modo da prevenire la sua associazione 
con i ribosomi che pure sono presenti. Dopo la fecon- 
dazione questo mRNA è in qualche modo «smasche- 
rato» in modo controllato ed inizia a dirigere la sinte- 
si proteica. Lo sviluppo dell’embrione può quindi ini 
ziare immediatamente in seguito a fecondazione in- 
vece di aspettare la generazione degli mRNA specifi- 
cati da cromosomi paterni. 

Il citoplasma di molte cellule eucariotiche contiene 
grandi quantità di mRNA sotto forma di complesso 
con proteine che non è associato con i ribosomi. 
Rimane da vedere, però, se il mascheramento del- 
IMRNA viene usato per il controllo della traduzione 
in tessuti non embrionali. 


5. LE MODIFICAZIONI 
POSTRADUZIONALI 


Per diventare proteine mature, i polipeptidi de- 
vono assumere la loro conformazione nativa, i loro 
ponti disolfuro, se ci sono, si devono formare e, in 
caso di proteine a subunità multiple, le subunità si 
devono combinare in modo proprio. Come abbiamo 
inoltre visto in questo libro, molte proteine vengono 
modificate da reazioni enzimatiche che tagliano pro- 
teoliticamente certi legami peptidici e/o residui spe- 
cifici derivatizzati. In questo paragrafo passeremo in 
rassegna alcune di queste modificazioni postradu- 
zionali. 


A. La digestione proteolitica 


La digestione proteolitica è il tipo più comune 


di modificazione postraduzionale. Probabilmente tut- 
te le proteine mature vengono modificate in questo 
modo, se non altro per la rimozione endoproteolitica 
del loro residuo leader di Met (fMet) subito dopo la 
sua uscita dal ribosoma. Molte proteine che sono coin- 
volte in una grande varietà di processi biologici ven- 
gono sintetizzate come precursori inattivi che sono 
attivati in condizioni appropriate tramite proteolisi 
controllata. Alcuni esempi di questo fenomeno che 
abbiamo incontrato sono la conversione del tripsino- 
geno e del chimotripsinogeno alle loro forme attive 
mediante digestione triptica di un legame peptidico 
specifico (paragrafo 14.3E), e la formazione di insuli- 
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na attiva dalla proinsulina di 84 residui mediante 
escissione di un polipeptide interno di 33 residui (pa- 
ragrafo 8.1A). Le proteine inattive che vengono atti- 
vate mediante rimozione di polipeptidi sono chiama- 
te proproteine, mentre i polipeptidi escissi sono chia- 
mati propeptidi. 


Alcuni propeptidi dirigono l’assemblaggio 
del collageno 


La biosintesi del collageno è paradigmatica dei 
molti aspetti delle modificazioni postraduzionali. Ri- 
cordate che il collageno, una delle componenti mag- 
gioritarie del tessuto connettivo, è una proteina fi- 
brosa a tripla elica i cui polipeptidi sono prevalente- 
mente costituiti dalla sequenza amminoacidica ripe- 
tuta (Gly-X-Y) dove X è spesso Pro, Y è spesso 
4-idrossiprolina (Hyp), e n= 340 (paragrafo 7.2C). I 
polipeptidi di procollageno (Fig. 30.50) differiscono 
da quelli della proteina matura per la presenza di 
un propeptide N-terminale e di uno C-terminale di 
— 100 residui le cui sequenze, per la maggior parte, 
sono diverse da quelle del collageno maturo. I poli- 
peptidi di procollageno si assemblano rapidamente, 


Figura 30.50 Fotografia al microscopio elettronico di aggregati di pro 
collageno che sono stati secreti nel terreno extracellulare. (Per gentile 
concessione di Jerome Gross, Harvard Medical School.) 
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Figura 30.51 Una rappresentazione schematica della molecola di pro- 
collageno. Gal, Gic, GicNac e Man indicano rispettivamente residui 
di galattosio, glucosio, N-acetilglucosammina e mannosio. Notate che 
l'amminopeptide presenta legami disolfuro intracatena mentre il car- 


in vitro così come in vivo, formando una tripla elica 
di collageno. Per contro, i polipeptidi estratti dal col- 
lageno maturo si riassembleranno solo, se mai lo fa- 
ranno, nel giro di giorni. I propeptidi di collageno 
sono apparentemente necessari per l’appropriato ri- 
piegamento del procollageno. I propeptidi N- e C- 
terminali di procollageno sono rimossi dalle ammino- 
e carbossil-procollageno peptidasi (Fig. 30.51), che 
possono anche essere specifiche per i diversi tipi di 
collageno. Un deficit ereditario di ammino-procolla- 
geno peptidasi in bovini e pecore determina una con- 
dizione bizzarra, la dermatosparassia, che è carat- 
terizzata da pelle estremamente fragile. Una malat- 
tia analoga nell’uomo, la sindrome VII di Ehler- 
Danlos, è determinata da una mutazione in uno dei 
polipeptidi del procollageno che inibisce la rimozio- 
ne enzimatica del suo amminopropeptide. Le mole- 
cole di collageno normalmente si aggregano sponta- 
neamente formando fibrille di collageno (Figg. 7.33 
e 7.34). Fotografie al microscopio elettronico, tutta- 
via, di pelle affetta da dermatosparassia mostrano fi- 
brille di collageno sparse e disorganizzate. La riten- 
zione degli amminopropeptidi di collageno apparen- 
temente interferisce con la corretta formazione di fi- 
brille. (Il gene della dermatosparassia è stato selezio- 
nato in alcune mandrie perché gli eterozigoti produ- 
cono carni più tenere.) 
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bossilpropeptide presenta legami disolfuro sia intracatena che inter- 
catena. (Fonte: PROCKOP, D.)., KiviRIKKO, K.l., TUDERMAN, L. e Guz- 
MAN, N.A., New Engl. /. Med., 301, p. 16, 1979.) 


I peptidi segnale vengono rimossi 
dalle proteine nascenti? 
da una peptidasi del segnale 


Molte proteine transmembrana o proteine che 
sono destinate ad'essere secrete sono sintetizzate do- 
tate di un peptide segnale N-terminale di 13-36 re- 
sidui prevalentemente idrofobici. Secondo l’ipotesi 
del segnale (paragrafo 11.3F) un peptide segnale è 
riconosciuto da una particella di riconoscimento 
del segnale (SRP). SRP lega ad un recettore sulla 
membrana un ribosoma che sintetizza un peptide 
segnale (il reticolo endoplasmatico rugoso, RER, ne- 
gli eucarioti e la membrana plasmatica nei batteri) 
e trasporta attraverso la membrana il peptide segna- 
le e la proteina nascente che lo segue. 

Le proteine dotate di un peptide segnale sono note 
come preproteine o, se contengono anche dei pro- 
peptidi, preproproteine. Una volta che il peptide 
segnale è passato attraverso la membrana, viene spe- 
cificamente tagliato via dal polipeptide nascente da 
una peptidasi del segnale. Sia l’insulina che il-col- 
lageno sono proteine secrete e vengono quindi sinte- 
tizzate e fornite di un peptide segnale sotto forma 
di preproinsulina e preprocollageno. Queste e 
molte altre proteine sono quindi soggette a tre serie 
di tagli proteolitici sequenziali: (1) la delezione del 
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loro residuo Met iniziale, (2) la rimozione del loro 
segnale peptide e (3) l’escissione dei loro propeptidi. 


Le poliproteine 


Alcune proteine vengono sintetizzate come seg- 
menti di poliproteine, polipeptidi che contengono 
le sequenze di due o più proteine. Gli esempi com- 
prendono la maggior parte degli ormoni polipeptidi- 
ci (paragrafo 33.3C), le proteine sintetizzate da molti 
virus compresi quelli che provocano la poliomielite 
(paragrafo 32.2C) e l’AIDS, e l’ubiquitina, una pro- 
teina eucariotica altamente conservata coinvolta nel- 
la degradazione delle proteine (paragrafo 30.68). Delle 
proteasi specifiche tagliano postraduzionalmente le 
poliproteine nelle loro proteine componenti, presu- 
mibilmente attraverso il riconoscimento delle sequen- 
ze del sito di taglio. Alcune di queste proteasi sono 
conservate attraverso notevoli distanze evoluzionisti- 
che. L’ubiquitina, per esempio, viene sintetizzata co- 
me parecchi segmenti ripetuti in tandem (poliubi- 
quitina) che vengono correttamente tagliati in £. coli 
anche se i procarioti sono privi di ubiquitina. 


B. Le modificazioni covalenti 


[1463] Le proteine vanno soggette a derivatizzazioni 
chimiche specifiche, sia a livello dei gruppi funzio- 
nali delle loro catene laterali che dei gruppi ammino- 
e carbossi-terminali. Sono descritti più di 150 diversi 
tipi di modificazioni delle catene laterali, che coin- 


Figura 30.52 Rappresentazione schematica della biosintesi di procol- 
lageno. Il disegno non mostra la rimozione dei peptidi segnale. (Fon- 
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volgono tutte le catene laterali tranne quelle di Ala, 
Gly, Ile, Leu, Met e Val (paragrafo 4.3A). Queste mo- 
dificazioni comprendono acetilazioni, glicosilazioni, 
idrossilazioni, metilazioni, nucleotidilazioni, fosfori- 
lazioni ed ADP-ribosilazioni oltre a una «miscellanea» 
di modificazioni. 

Alcune modificazioni delle proteine, quali la fosfo- 
rilazione della glicogeno fosforilasi e la ADP- 
ribosilazione di eEF-2 (paragrafo 30.3G), modulano 
l’attività della proteina. Svariate modificazioni di ca- 
tene laterali legano covalentemente i cofattori agli 
enzimi, presumibilmente per aumentarne l’efficien- 
za catalitica. Gli esempi di cofattori legati che abbia- 
mo incontrato sono la N*lipoillisina nella diidrolipoil 
transacetilasi (paragrafo 19.2A) e la 8%istidilflavina 
nella succinato deidrogenasi (paragrafo 19.3F). L’at- 
tacco di carboidrati complessi, che avviene con una 
varietà quasi infinita, altera le proprietà strutturali 
delle proteine e dà origine a marcatori di riconosci 
mento in vari tipi di interazioni cellula-cellula o con 
sistemi bersaglio (paragrafi 10.3C, 11.3D e 21.3B). Le 
modificazioni che legano covalentemente tra loro del- 
le proteine, come quelle che avvengono nel collage- 
no e nell’elastina (paragrafi 7.2C e 7.2D), stabilizzano 
gli aggregati sopramolecolari. La funzione della mag- 
gior parte delle modificazioni delle catene laterali ri- 
mane tuttavia misteriosa. 


L’assemblaggio del collageno 
richiede modificazioni chimiche 


La biosintesi del collageno (Fig. 30.52) è para- 
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te: ProcKOP, D.)., KiviriKko, K.l., TUDERMAN, L. e Guzman, N.A., New 
Engl. J. Med., 301, p. 18, 1979.) 
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digmatica di un processo di maturazione proteica me- 
diante modificazione chimica. Appena il polipeptide 
nascente di procollageno passa nel RER dei fibrobla- 
sti che lo sintetizzano, i residui di Pro e Lys vengono 
idrossilati a Hyp, 3-idrossi-Pro e 5-idrossi-Lys. Gli en- 
zimi che fanno ciò sono sequenza-specifici: prolil 
4-idrossilasi e lisil idrossilasi agiscono solo sui re- 
sidui Y delle sequenze Gly-X-Y, mentre prolil 
3-idrossilasi funziona sui residui X ma solo se Y è 
Hyp. La glicosilazione, che pure avviene nel RER, suc- 
cessivamente attacca residui di zucchero ai residui 
di 5-idrossi-Lys (paragrafo 7.2C). Il ripiegamento dei 
tre polipeptidi nella tripla elica del collageno deve 
seguire idrossilazione e glicosilazione poiché le idros- 
silasi e le glicosilasi non funzionano su substrati a 
elica. La tripla elica del collageno, inoltre, si denatu- 
ra a temperature inferiori a quella fisiologica a meno 
che sia stabilizzata da legami idrogeno che coinvol. 
gono i residui Hyp (paragrafo 7.2C)..Il ripiegamento 
è anche preceduto dalla formazione'di legami disol- 
furo specifici intercatena tra i carbossil propeptidi. 
Questa osservazione sostiene la conclusione, prece- 
dentemente discussa, che i propeptidi di collageno 
aiutano a selezionare e allineare i tre polipeptidi di 
collageno per il ripiegamento appropriato. 

Le molecole di procollageno passano nell’apparato 
di Golgi dove vengono compattate in granuli secre- 
tori (paragrafo 11.3F e 21.3B) e secrete negli spazi 
extracellulari del tessuto connettivo. Gli amminopro- 
peptidi sono escissi appena dopo che il procollageno 
lascia la cellula e i carbossil propeptidi vengono ri- 
mossi qualche tempo dopo. Le molecole di collageno 
quindi si assemblano spontaneamente in fibrille, il 
che suggerisce che una funzione importante dei pro- 
peptidi sia di prevenire la formazione di fibrille in- 
tracellulari. Infine, dopo l’azione dell'enzima extra- 
cellulare lisil ossidasi, le molecole di collageno nelle 
fibrille formano spontaneamente dei legami crociati 
(Fig. 7.35). 


6. LA DEGRADAZIONE DELLE PROTEINE 


465] Il lavoro pionieristico di Henry Borsook e Ru- 
dolf Schoenheimer intorno al 1940 ha dimostrato che 
i componenti delle cellule viventi subiscono un tur- 
nover continuo. Le proteine hanno una vita che va 
da pochi minuti a settimane o più. In ogni caso, le 
cellule sintetizzano continuamente proteine a partire 
dai loro amminoacidi componenti e le degradano ne- 
gli stessi. La funzione di questo processo apparente- 
mente perditempo è duplice: (1) di eliminare le pro- 
teine anormali il cui accumulo sarebbe pericoloso per 


la cellula, e (2) di permettere la regolazione del me- 
tabolismo cellulare eliminando gli enzimi superflui 
e le proteine regolatorie. Poiché, infatti, il livello di 
un enzima dipende tanto dalla velocità della sua de- 
gradazione quanto dal ritmo della sua sintesi, il con- 
trollo della velocità di degradazione di una proteina 
è tanto importante per l’economia cellulare quanto 
il controllo del ritmo della sua sintesi. In questo para- 
grafo prenderemo in considerazione i processi di de- 
gradazione intracellulare delle proteine e le loro con- 
seguenze. 


A. La specificità della degradazione 


Le cellule degradano selettivamente le proteine 
anormali. L’emoglobina sintetizzata con l’analogo del- 
la valina a-ammino-8-clorobutirrato 
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ha una emivita nei reticolociti di — 10 minuti, men- 
tre l’emoglobina normale dura i 120 giorni della vita 
di un globulo rosso (il che forse la rende la proteina 
citoplasmatica più longeva). Analogamente, emoglo- 
bine mutanti non stabili vengono degradate imme- 
diatamente dopo la loro sintesi, il che, per ragioni 
spiegate nel paragrafo 9.3A, provoca l’anemia emoli- 
tica caratteristica di questi agenti di malattie moleco- 
lari. Anche i batteri degradano selettivamente le pro- 
teine anormali. Per esempio, i mutanti ambra e ocra 
della 8-galattosidasi hanno in E. coli emivite di soli 
pochi minuti, mentre l'enzima di ceppo nativo è sta- 
bile quasi indefinitamente. 

La maggior parte delle proteine anormali, però, pro- 
babilmente origina dalla modificazione chimica e/o 
dalla denaturazione spontanea di queste fragili mo- 
lecole nell'ambiente reattivo della cellula piuttosto che 
da mutazioni o da rari errori nella trascrizione o nel- 
la traduzione. La capacità di eliminare selettivamen- 
te le proteine danneggiate è quindi un meccanismo 
essenziale di riciclaggio che impedisce l’accumulo di 
sostanze che altrimenti interferirebbero con i proces- 
si cellulari. 

Le proteine intracellulari normali sono eliminate 
a una velocità che dipende dalla loro identità. Una 
data proteina viene eliminata con una cinetica di pri- 
mo ordine, il che indica che le molecole da degrada- 
re vengono scelte a caso invece che in base alla loro 
età. Le emivite di enzimi differenti in un dato tessu- 
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Tabella 30.10 L’emivita di alcuni enzimi del fegato di ratto 


Enzima Emivita (h) 
———_—_———_T—_—r—_r—_—r——*@*_ em e=&£se 
Enzimi a vita breve 
Ornitina decarbossilasi 0,2 
RNA polimerasi | 1,3 
Tirosina amminotransferasi 2,0 
Serina idratasi 4,0 
PEP carbossilasi 5,0 

Enzimi a vita lunga 
Aldolasi 118 
GAPDH 130 
Citocromo b 130 
LDH 130 
Citocromo c 150 


I e e e eee 
Fonte: Dice, |. F. e GoLosera, A. L., Arch. Biochem. Biophys., 170, p. 214, 
1975. 


to variano sostanzialmente come è indicato per il fe- 
gato di ratto nella Tabella 30.10. È da notare che gli 
enzimi degradati più rapidamente occupano tutti im- 
portanti punti di controllo metabolico, mentre gli en- 
zimi relativamente stabili hanno una attività catali- 
tica quasi costante in tutte le condizioni fisiologiche. 
La suscettibilità degli enzimi alla degradazione è evi- 
dentemente evoluta insieme alle loro proprietà allo- 
steriche e catalitiche di modo che la cellula possa ri- 
spondere efficientemente a cambiamenti ambientali 
e ai diversi requisiti metabolici. I criteri in base ai 
quali le proteine native vengono selezionate per es- 
sere degradate sono presi in considerazione nel pa- 
ragrafo 30.6B. 

Il ritmo di degradazione delle proteine in una cel- 

lula varia anche con il suo stato nutrizionale e ormo- 
nale. In condizioni di deprivazione nutrizionale, le 
cellule aumentano il ritmo di degradazione delle pro- 
teine in modo da fornire i nutrienti necessari ai pro- 
cessi metabolici indispensabili. Il meccanismo che auù- 
menta in E. coli il ritmo di degradazione è la risposta 
stringente (paragrafo 29.3F). 
Un meccanismo analogo può essere operante negli 
eucarioti poiché, come capita in E. coli, ritmi di de- 
gradazione aumentati sono prevenuti da antibiotici 
che bloccano la sintesi proteica. 


B. | meccanismi di degradazione 


[1467] Le cellule eucariotiche hanno un duplice siste- 
ma di degradazione delle proteine, un meccanismo li- 
sosomiale e un meccanismo citoplasmatico dipenden- 
te da ATP. Prenderemo in considerazione entrambi. 


I lisosomi degradano le proteine 
in modo non selettivo 


[1468]I lisosomi sono organelli incapsulati in mem- 
brane (paragrafo 1.2A) che contengono circa 50 en- 
zimi idrolitici, compresa una varietà di proteasi note 
come catepsine. Il lisosoma mantiene un pH inter- 
no di —5 e i suoi enzimi hanno pH ottimali acidi. 
Questa situazione protegge presumibilmente la cel- 
lula contro perdite accidentali poiché gli enzimi liso- 
somiali sono prevalentemente inattivi al pH citopla- 
smatico. 

I lisosomi riciclano i costituenti intracellulari fon- 
dendosi con piccole porzioni di citoplasma circonda- 
te di membrana note come vacuoli autofagici e de- 
gradandone successivamente il contenuto. Essi degra- 
dano in modo simile le sostanze che la cellula assu- 
me mediante endocitosi (paragrafo 11.4B). L’esisten- 
za di questi processi è stata dimostrata mediante l’u- 
so di inibitori dei lisosomi. Il farmaco antimalarico 
cloroquina, per esempio, 


Cl Na 


A 
NH— CH—-CH, CH, CH27N(CHs)a 
CH, 
Cloroquina 


è una base debole che penetra liberamente in forma 
non carica nel lisosoma dove si accumula in forma 
carica aumentando quindi il pH intralisosomiale e ini- 
bendo la funzione lisosomiale. Il trattamento di cel- 
lule con cloroquina riduce il loro ritmo di degrada- 
zione delle proteine. Un effetto simile nasce dal trat- 
tamento delle cellule con inibitori delle catepsine co- 
me l’antibiotico polipeptidico antipaina. 


IAAD EER RO 
Il 
00CCHNH=-1°+ REA LI 


Phe Arg Val Arg 


La degradazione lisosomiale delle proteine sembra es- 
sere non selettiva. Gli inibitori dei lisosomi non in- 
fluenzano la degradazione rapida -delle proteine anor- 
mali o degli enzimi a vita breve. Essi tuttavia impe- 
discono l’accelerazione della degradazione delle pro- 
teine in seguito a digiuno. 

Molti processi normali e patologici sono associati 
a una aumentata attività lisosomiale. Il diabete mel- 
lito (paragrafo 25.3B) stimola la degradazione lisoso- 
miale delle proteine. Analogamente, la perdita di tes- 
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suto muscolare causata da scarso uso, denervazione 
o trauma deriva da una aumentata attività lisosomia- 
le. La regressione dell’utero dopo il parto, fase in cui 
questo organo muscolare riduce la sua massa da 2 
kg a 50 gin 9 giorni, è un esempio lampante di que- 
sto processo. Molte malattie infiammatorie croniche, 
come l’artrite reumatoide, coinvolgono il rilascio 
extracellulare di enzimi lisosomiali che demoliscono 
i tessuti circostanti. 


I lisosomi possono degradare le proteine 
in modo selettivo 


i469]I lisosomi incorporano in modo non selettivo 
le proteine citosoliche per degradarle fondendosi con 
piccole porzioni di citoplasma delimitate da mem- 
brane definite vacuoli autofagici, un processo chia- 
mato macroautofagia, oppure tramite quelle che 
sembrano essere invaginazioni della membrana liso- 
somiale, un processo chiamato microautofagia. In 
una terza modalità, scoperta più di recente, di pro- 
teolisi lisosomiale, il lisosoma incorpora e degrada in 
modo selettivo le proteine che contengono un moti- 
vo polipeptidico specifico. 

Le cellule di mammifero in coltura di norma cre- 
scono in terreni contenenti siero. Si è notato che quan- 
do si toglie il siero le cellule rispondono a questa pri- 
vazione di nutrienti con l’aumento del ritmo di de- 
gradazione nei lisosomi di alcune delle loro proteine. 
Queste proteine, che contengono il pentapeptide Lys- 
Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) od una sequenza molto si- 
mile, vengono pure perse in modo selettivo, dagli 
animali che digiunano, dai tessuti che vanno in atro- 
fia in risposta al digiuno (e cioè fegato e rene) ma 
non da quelli che non si atrofizzano (e cioè cervello 
e testicoli). La regione KFERQ della RNasi A viene 
specificamente legata da una proteina di ricono- 
scimento del peptide (prp73) di 73 kD, che è un 
membro della famiglia delle proteine dello shock da 
calore di 70 kD (hsp70) (paragrafo 11.3F). Altre pro- 
teine che interagiscono con prp73 sono ristrette a 
quelle che vengono rapidamente degradate in rispo- 
sta alla eliminazione di siero dal mezzo di coltura. 
Evidentemente prp73, la cui concentrazione aumen- 
ta e che si ridistribuisce dagli organelli al citoplasma 
in risposta alla mancanza di siero, serve ad accompa- 
gnare le proteine KFERQ ai lisosomi per la degrada- 
zione. 

La macroautofagia è attivata nelle prime fasi della 
deprivazione di nutrienti, presumibilmente per ri- 
fornire l’organismo degli amminoacidi che esso ri- 
chiede. La degradazione continua e non selettiva del- 
le proteine, tuttavia, condurrebbe alla fine a una de- 


plezione intollerabile di enzimi essenziali e di pro- 
teine regolatorie. Poiché l’incorporazione di protei- 
ne KFERQ viene attivata solo dopo un digiuno pro- 
lungato, si ritiene che le proteine citoplasmatiche che 
hanno una tale sequenza siano relativamente spen- 


dibili. 


L’ubiquitina segna le proteine selezionate 
per la degradazione 


È stato inizialmente assunto che la degradazio- 
ne delle proteine nelle cellule eucariotiche fosse pri- 
mariamente un processo lisosomiale. I reticolociti, pe- 
rò, che non hanno lisosomi, degradano selettivamen- 
te le proteine anormali. 

L’osservazione che la degradazione delle proteine 
è inibita in condizioni anaerobiche ha portato alla 
scoperta di un sistema proteolitico dipendente da ATP 
a sede citoplasmatica che è indipendente dal sistema 
lisosomiale. Questo fenomeno era termodinamicamen- 
te inaspettato dato che l’idrolisi dei peptidi è un pro- 
cesso esoergonico. 

L’analisi di un estratto di reticolociti di coniglio ha 
dimostrato che l’ubiquitina, una proteina dalla fun- 
zione precedentemente ignota (Fig. 30.53) è necessa- 
ria per la degradazione proteica dipendente da ATP. 
Questa proteina monomerica di 76 residui, così chia- 
mata in quanto ubiquitaria oltre che abbondante ne- 
gli eucarioti, è la proteina conosciuta più conservata: 


Figura 30.53 La struttura ai raggi X dell’ubiquitina. Il nastro bianco 
rappresenta lo scheletro del polipeptide e le curve rossa e blu indica- 
no rispettivamente la direzione dei gruppi carbonilico ed amidico. 
(Per gentile concessione di Michael Carson, University of Alabama, 
Birmingham. Struttura ai raggi X determinata da Charles Bugg.) 
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Figura 30.54 Le reazioni coinvolte nell'attacco dell'ubiquitina a una 
proteina. Nella prima parte del processo il gruppo carbossilico termi- 
nale dell'ubiquitina è unito, tramite un legame tioestere, a El con 
una reazione sostenuta dall'idrolisi di ATP. L'ubiquitina attivata viene 
successivamente trasferita su di un gruppo sulfidrilico di E2 e quindi, 
con una reazione catalizzata da E3, al gruppo #amminico di una 
Lys della proteina condannata, marcando quindi la proteina per la 
degradazione proteolitica da parte dell'UCDEN. 


essa è identica in organismi così diversi come l’uo- 
mo, il rospo, la trota e la Drosophila, e differisce di 
soli tre residui tra l’uomo e il lievito. Evidentemente, 
l’ubiquitina è l’unica adeguata a svolgere un qualche 
processo cellulare essenziale. na 

Le proteine che vengono selezionate per la degrada- 
zione sono marcate mediante il loro legame covalente 
con l’ubiquitina. Questo processo, che ricorda l’atti- 
vazione degli amminoacidi (paragrafo 30.2C), avvie- 
ne in tre fasi (Fig. 30.54): 


1. In una reazione che richiede ATP, il gruppo car- 
bossilico terminale dell’ubiquitina è coniugato, me- 
diante un legame tioestere, all’enzima attivan- 
te l’ubiquitina (£1), un dimero di 105 kD di 
due subunità identiche. 

2. L’ubiquitina è quindi trasferita a un gruppo sul- 
fidrilico di una di numerose piccole proteine (25-70 
kD) chiamate proteine di trasporto dell’ubi- 
quitina (E2'5). 
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3. Infine, la ligasi ubiquitina-proteina (E3; — 180 
kD) trasferisce l’ubiquitina attivata da E2 al grup- 
po eamminico di una Lys di una proteina prece- 
dentemente legata, formando quindi un legame 
isopeptidico. E3 sembra quindi svolgere un ruolo 
chiave nella selezione della proteina che deve es- 
sere degradata. Generalmente, parecchie moleco- 
le di ubiquitina vengono legate in questo modo 
alla proteina condannata. In più, fino a 20 mole- 
cole di ubiquitina possono essere legate in tan- 
dem a una proteina bersaglio per formare una 
catena multiubiquitinica in cui la Lys 48 di cia- 
scuna ubiquitina forma un legame isopeptidico 
con il gruppo carbossilico C-terminale dell’ubiqui- 
tina seguente. 


La proteina ubiquitinata viene degradata proteoliti- 
camente con un processo dipendente da ATP mediato 
da un complesso multiproteico grosso (= 1 000 kD) ma 
altrimenti scarsamente caratterizzato chiamato en- 
zima che degrada il coniugato con l’ubiquitina 
(UCDEN). Questa proteasi degrada solo le proteine 
legate all’ubiquitina. 


Tabella 30.11 L'emivita degli enzimi citoplasmatici come 
funzione del loro residuo N-terminalé 


Residuo 


N-terminale Emivita 


Stabilizzante 
Met 
Ser 
Ala 
Thr 
Val 
Gly 


>20 h 


Destabilizzante 
Ile —30 min 
Glu 
Tyr —-10 min 
Gin 
Altamente destabilizzante 
Phe -3 min 
Leu 
Asp 
Lys 
Arg . -2 min 


I [[‘[L[LLKtILL'LlLLELTTZTI Te) AL 
Fonte: BacHmair, A., Finuey, D. e VarsHavsky, A., Science, 234, p. 180, 1986. 
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L’emivita di una proteina è parzialmente 
determinata dal suo residuo N-terminale 


471] Le caratteristiche strutturali che E3 usa per se- 
lezionare per la distruzione per lo meno le proteine 
native possono essere notevolmente semplici. L’emi- 
vita di una proteina citoplasmatica varia con l’iden- 
tità del suo residuo N-terminale (Tabella 30.11). Di 
una selezione di 208 proteine citoplasmatiche note 
per essere longeve, tutte, infatti, presentano alla loro 
estremità N-terminale un residuo «stabilizzante», Met, 
Ser, Ala, Thr, Val, Gly o Cys. Questo è vero sia per 
gli eucarioti che per i procarioti, il che suggerisce 
che il sistema che seleziona le proteine per la degra- 
dazione sia conservato negli eucarioti e nei procario- 
ti, anche se i procarioti non hanno l’ubiquitina. Cio- 
nondimeno, ci sono chiare indicazioni che altri e più 
complessi segnali siano pure importanti per la sele- 
zione delle proteine da degradare. Le proteine, per 
esempio, con segmenti ricchi di residui di Pro (P), 
Glu (E), Ser (S) e Thr (T) vengono rapidamente de- 
gradate anche se non è noto come vengano ricono- 
sciute queste cosiddette proteine PEST. Sono allo 
stesso modo sconosciuti i criteri con cui le cellule se- 
lezionano per la degradazione le proteine difettose. 


7. LA SINTESI POLIPEPTIDICA 
NON RIBOSOMIALE 


1472| Sono state caratterizzate parecchie centinaia di 
antibiotici polipeptidici, come l’actinomicina D (pa- 


Figura 30.55 La sequenza amminoacidica della gramicidina S. Gli 
amminoacidi attivati da E, ed Ey sono colorati in rosso e verde. Le 
frecce tratteggiate indicano i punti di ciclizzazione. (Fonte: LIPMANN, 
F., Acc. Chem. Res., 11, p. 363, 1971.) 
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Figura 30.56 L'attivazione degli amminoacidi da parte degli enzimi 
che sintetizzano la gramicidina S. Nel primo passaggio della reazione 
si forma un legame tra enzima ed amminoacil-adenilato, come nella 
reazione della amminoacil-tRNA sintetasi (paragrafo 30.2C). Nel se- 
condo passaggio della reazione, tuttavia, il residuo amminoacidico 


viene legato all'enzima invece che a un tRNA mediante un legame 
tioestere. 


(a) 
(0) sap — 
Il so) Il 
— S-C- HC-NH — S-C_-CH_NH; 
di | 
L Pro IE D— Phe 
(0) O 
li ] 
Dini — SH 
+ 
1 Pro D— Phe u 
(b) 


— S — Pro— Phe 
— S — Val— Pro — Phe 
—S — Orn— Val— Pro — Phe 
LT S — Leu— Orn— Val— Pro — Phe 
Phe — Pro — Val— Orn— Leu— St— 


Figura 30.57 La biosintesi della gramicidina S. (a) Il trasferimento ini- 
ziale di Phe ad un residuo Pro legato a E, per formare un legame 
peptidico. {b) Le reazioni di allungamento (in alto) e di ciclizzazione 
(in basso) su E; (in questo caso le frecce indicano il trasferimento 


SEEN non di elettroni). (Fonte: Lipmann, F., Science, 173, p. 878, 
.) 
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Figura 30.58 Lo schema ipotizza- 
to per la partecipazione del resi 
duo di pantotenina (b/u) nella bio- 
sintesi della gramicidina S. Le frec- 
ce circolari indicano il movimen- 


O Va to della pantotenina nella raccol- 
VOLGAT ta dei residui amminoacidici che 
Cl sono legati all'enzima tramite le- 


gami tioestere di Cys. Le reazioni 
di transpeptidazione e di transtio- 
lazione si alternano nella sintesi 
del pentapeptide. (Fonte: LiPPMAN, 
F., Acc. Chem. Res., 6, p. 366, 


_cu_NP: 1973.) 
-s-| \ 
lo) val 
Cie Ca O 
ST C 
CHT- Il O 
VU L | dig Il 
Val / NES CR Nr 
(tro) ua È 
RC E n 
f) 
4 uu; di 
a/ Sri 3 p 
79 I Ss TE 
NAT Ti 
248 e n Pi AZZA 
ha, s 


ragrafo 29.2D) e la gramicidina A (paragrafo 18.2C). 
Queste molecole spesso cicliche consistono raramen- 


te di più di 20 residui amminoacidici, spesso insoliti. 


Molti antibiotici polipeptidici sono sintetizzati da en- 
zimi solubili anziché sui ribosomi a partire da stam- 
pi di mRNA. La sintesi di queste sostanze, di conse- 
guenza, non viene influenzata da inibitori dei ribo- 
somi come il cloramfenicolo (paragrafo 30.3G) che 
blocca la sintesi proteica. In questo paragrafo pren- 
deremo in considerazione il meccanismo della bio- 
sintesi della gramicidina S, uno ionoforo che forma 
un canale e che è rappresentativo della sintesi di molti 
altri antibiotici polipeptidici. 

La gramicidina S, un prodotto del Bacillus brevis, 
è un decapeptide ciclico che consiste di due penta- 
peptidi identici uniti testa-a-coda (Fig. 30.55). Fritz 
Lipmann ha dimostrato che questo antibiotico è sin- 
tetizzato da due enzimi, E; (280 kD) ed Ex (100 kD) 


che attivano gli amminoacidi indicati nella Fig. 30.56. 
Ciascuno degli amminoacidi della gramicidina S è at- 
tivato dal legame sostenuto dall’ATP di un ammi 
noacido al suo corrispondente enzima tramite un le- 
game tioestere. Èy lega solo un residuo di D-Phe, 
mentre E; lega simultaneamente gli altri quattro re- 
sidui della gramicidina S. 

Il processo di polimerizzazione inizia quando Ey 
trasferisce il suo residuo di D-Phe al residuo Pro le- 
gato a E; formando un dipeptide (Fig. 30.57a). L’oli- 
gopeptide in allungamento è quindi sequenzialmen- 
te trasferito ai rimanenti residui amminoacidici del 
pentapeptide (Fig. 30.57b). L’assenza di uno qualun- 
que degli amminoacidi dalla miscela di reazione in 
vitro determina la terminazione prematura della rea- 
zione a quel punto. Notate che l'allungamento della 
catena procede verso l’estremità C-terminale, come 
nella sintesi proteica ribosomiale. Il pentapeptide fi- 


11473, 
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nale legato all’enzima reagisce testa-a-coda con un 
altro di questi complessi formando il prodotto deca- 
peptidico (Fig. 30.55). 

La somiglianza della suddetta sequenza di reazioni 
a quella della sintesi degli acidi grassi ha portato Lip- 
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HC-CH, P CH, CH_ NH O CH, NH CHai 
ta NITNTN CDL e Ni 
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mann a proporre che la fosfopanteteina sia un cofat- 
tore nella sintesi polipeptidica come lo è per la pro- 
teina trasportatrice di acili (paragrafo 23.4A). Er, in- 
fatti, contiene una singola fosfopanteteina legata a 
una Ser (vedi formula, a sinistra). 

Si ritiene che questo residuo lungo 20 À raccolga 
sequenzialmente gli amminoacidi legati all’enzima 
sull’oligopeptide in allungamento mediante l’alter- 
nanza di reazioni di transpeptidazione e di tran- 
stiolazione (Fig. 30.58). La transtiolazione nella sin- 
tesi del polipeptide è quindi analoga alla trasloca- 
zione nell’allungamento ribosomiale della catena (pa- 
ragrafo 30.3D). 


Le mutazioni puntiformi sono causate da ana- 
loghi delle basi che si appaiano in modo errato du- 
rante la replicazione del DNA oppure da sostanze che 
reagiscono con le basi formando dei prodotti che si 
appaiano in modo errato. Le mutazioni per inserzio- 
ne/delezione (mutazioni della cornice di lettura) deri- 
vano dall’associazione del DNA con sostanze interca- 
lanti che distorcono la struttura del DNA. L’analisi 
di una serie di mutazioni della cornice di lettura che 
si sopprimono l’una con l’altra ha permesso di stabi- 
lire che il codice genetico è un codice a triplette senza 
punteggiatura. Un accurato mappaggio genetico as- 
sociato all’analisi delle sequenze amminoacidiche ha 
dimostrato che i geni sono colineari con i polipeptidi 
che codificano. In un sistema in vitro di sintesi protei- 
ca poli(U) dirige la sintesi di poli(Phe) fornendo quin- 
di la dimostrazione che UVU è il codone che specifica 
Phe. Il codice genetico è stato decodificato attraverso 
l’uso di polinucleotidi di composizione nota ma di se- 
quenza casuale, la capacità di triplette definite di pro- 
muovere il legame ribosomiale dei tRNA che portano 
amminoacidi specifici, e attraverso l’uso di MRNA sin- 
tetici di sequenze alternate note. Quest'ultimo tipo di 
studi ha anche dimostrato che l’estremità 5’ del- 
mRNA corrisponde all’estremità N-terminale del po- 
lipeptide che codifica e ha stabilito la sequenza dei 
codoni di stop. I codoni degenerati differiscono princi- 
palmente per l’identità della loro terza base. Piccoli 
fagi a DNA a singola elica, come PX174, contengono 
geni sovrapposti in cornici di lettura diverse. Il codice 
genetico usato dai mitocondri differisce per parecchi 
aspetti dal codice genetico «standard». 


L’RNA transfer consiste di 60-95 nucleotidi che pos- 
sono essere organizzati nella struttura secondaria a 
trifoglio. Fino al 10% delle basi di un tRNA possono 
essere modificate. Il tRNAPP® di lievito forma una 
struttura tridimensionale a forma di sottile L che as- 
somiglia a quella di altri tRNA. La maggior parte 
delle basi sono coinvolte in associazioni cooperative 
da impilamento e di appaiamento comprese nove in- 
terazioni terziarie che sembrano essere essenziali al 
mantenimento della conformazione nativa della mo- 
lecola. Gli amminoacidi vengono attaccati al loro cor- 
rispondente tRNA con una reazione a due stadi cata- 
lizzata dalla amminoacil-tRNA sintetasi corrispon- 
dente. La grande accuratezza del caricamento del 
tRNA deriva dall’attività della amminoaciltRNA sin- 
tetasi di rilettura e correzione, a spese dell’idrolisi di 
ATP, dell’amminoacido legato. I ribosomi selezionano 
i tRNA unicamente ‘sulla base dei loro anticodoni. 
Gruppi di codoni degenerati vengono letti da un sin- 
golo tRNA grazie all’appaiamento oscillante. Le mu- 
tazioni nonsenso possono essere soppresse da tRNA 
i cui anticodoni siano mutati in modo da riconoscere 
un codone di stop. 

Il ribosoma è formato da una subunità piccola e 
una grande la cui complessa morfologia È stata rive- 
lata dalla microscopia elettronica. I tre RNA e le 52 
proteine che costituiscono il ribosoma di E. coli si au- 
toassemblano nelle opportune condizioni. Le posizio- 
ni di molti componenti ribosomici relativamente alle 
superfici delle subunità sono state determinate in gran 
parte mediante immunomicroscopia elettronica e mi- 
surazioni della diffrazione dei neutroni. Esperimenti 


di marcatura per affinità hanno identificato i com- 
ponenti ribosomiali nei pressi dei vari siti di legame 
dei ribosomi e dei centri catalitici. La sintesi proteica 
ribosomiale procede mediante l’aggiunta di residui am- 
minoacidici all’estremità C-terminale del polipeptide 
nascente. Gli mRNA vengono letti in direzione 
5° —— 3’. Di solito, gli mRNA vengono tradotti si- 
multaneamente da parecchi ribosomi sotto forma di 
polisomi. Il ribosoma ha almeno tre siti di legame 
col tRNA: il sito P, che lega il peptidiltRNA, il sito 
A, che lega l’amminoacil-tRNA, e il sito E, che lega 
transitoriamente il tRNA in uscita. Durante la sinte- 
si proteica il polipeptide nascente viene trasferito 
all’amminoaciHtRNA allungando quindi il polipepti- 
de nascente di un residuo. Il tRNA scaricato viene quin- 
di rilasciato e il nuovo peptidiltRNA, con il codone 
ad esso associato, viene spostato sul sito P. Nei proca- 
rioti i siti di inizio sull'MRNA vengono riconosciuti 
tramite le loro sequenze di Shine-Dalgarno e il loro 
codone di inizio. I codoni di inizio dei procarioti speci- 
ficano fMet-tRNA{M!. L’inizio della traduzione è un 
processo complesso che coinvolge la partecipazione di 
tre fattori di inizio che inducono l’assemblaggio delle 
subunità ribosomiali con mRNA e fMet4tRNA{®. Ne- 
gli eucarioti il sito di inizio è di solito il primo AUG 
a valle del cap 5‘ terminale e questo AUG codifica 
una MettRNA;M! non formilata. I polipeptidi vengo- 
no allungati con un ciclo in cui si distinguono tre par- 
ti, il legame dell’amminoacil4tRNA, la transpeptida- 
zione e la traslocazione, che richiede la partecipazio- 
ne di fattori di allungamento ed è sostenuta in modo 
vettoriale dall’idrolisi del GTP. I codoni di termina- 
zione legano i fattori di rilascio che inducono la pep- 
tidil transferasi a idrolizzare il legame peptidi RNA. 
L’alta accuratezza della traduzione indica che il ri- 
bosoma rilegge e corregge l’interazione codone-anti- 
codone, forse tramite un meccanismo cinetico. Gli ini- 
bitori dei ribosomi, dei quali molti sono antibiotici, 
sono importanti dal punto di vista medico e biochi- 
micamente utili nella delucidazione della funzione ri? 
bosomiale. La streptomicina determina una alterata 
lettura dell’'mRNA e inibisce l’inizio della catena nei 
procarioti, il cloramfenicolo inibisce la peptidil tran- 
sferasi dei procarioti, la tetraciclina inibisce il legame 
dell’amminoaciltRNA alla subunità piccola dei pro- 
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carioti, e la tossina difterica ADP-ribosila eEF-2. 

Negli eucarioti sono stati definiti parecchi meccani- 
smi di controllo della traduzione. Nei reticolociti la 
sintesi dell’emoglobina è inibita in assenza di eme dal- 
l’inibitore controllato dall’eme. Questo enzima cata- 
lizza la fosforilazione di elF-2, che si lega allora stret- 
tamente a elF-2B, bloccando quindi l’inizio della tra- 
duzione. Nelle cellule trattate con interferone e in pre- 
senza di dsRNA la traduzione viene inibita. Questo 
avviene attraverso due meccanismi indipendenti: l’in- 
duzione di una proteina chinasi che fosforila elF-2, 
e l’induzione di 2,5-A sintetasi il cui prodotto 2,5-A 
attiva una endonucleasi che degrada l’mRNA. La tra- 
duzione viene inibita anche tramite mascheramento 
dell'mRNA, per lo meno in certi embrioni. 

Le proteine possono essere modificate postraduzio- 
nalmente in un gran numero di modi. I tagli proteoli- 
tici, solitamente ad opera di peptidasi specifiche, atti- 
vano le proproteine. I peptidi segnale delle preprotei- 
ne vengono rimossi da peptidasi segnale. Le modifi- 
cazioni covalenti alterano molti tipi di catene laterali 
in un gran numero di modi che modulano l’attività 
catalitica di enzimi, forniscono marcatori per il rico- 
noscimento e stabilizzano la struttura delle proteine. 

Nelle cellule vive le proteine subiscono un turnover 
continuo. Questo controlla il livello degli enzimi rego- 
latori ed elimina le proteine anormali che altrimenti 
interferirebbero con i processi cellulari. Le proteine 
vengono degradate dai lisosomi con un processo non 
specifico che è stimolato tanto durante il digiuno quan- 
to in vari stati sia patologici che normali. Un sistema 
ATP-dipendente localizzato nel citoplasma degrada 
tanto le proteine normali quanto quelle anormali con 
un processo che marca queste proteine mediante l’at- 
tacco covalente dell’ubiquitina. 

La biosintesi della gramicidina S, che è rappresen- 
tativa della sintesi di molti altri antibiotici polipepti- 
dici, è mediata da enzimi solubili anziché da riboso- 
mi. Gli amminoacidi appropriati vengono legati come 
tioesteri a E; ed a Ey con reazioni sostenute dall’i- 
drolisi di ATP. L’allungamento della catena avviene 
mediante il trasferimento mediato dalla pantotenina 
degli oligopeptidi in crescita ai residui amminoacidici 
attivati. La reazione di legame, catalizzata da un en- 
zima, di due pentapeptidi genera il decapeptide ciclico. 


sr. 
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1. Qual è il prodotto della reazione tra guanina ed aci- 
do nitroso? Questa reazione è mutagenica? Date una 
spiegazione. 


2. Qual è il polipeptide specificato dal seguente filamento 
antisenso di DNA? Assumete che la traduzione inizi 
dopo il primo codone di inizio. 


5’ - TCTGACTATTGAGCTCTCTGGCACATAGCA - 3’ 
*3. La mappa peptidica di una proteina di un mutante 


fenotipicamente revertante di batteriofago T4 mo- 
stra la presenza di un peptide triptico alterato ri- 


spetto alla forma nativa. I peptidi nativo e mutante 


hanno le sequenze seguenti: 


Nativo Cys-Glu-Asp-His-Val-Pro-GIn-Tyr-Arg 
Mutante Cys-Glu-Thr-Met-Ser-His-Ser-Tyr-Arg 


Indicate come il mutante potrebbe aver avuto origi- 
ne e date le sequenze di basi, per quanto possibile, 
degli mRNA che specificano i due peptidi. Discutete 
della funzione del peptide nella proteina. 


4. Spiegate perché le varie classi di mutazioni possono 
rovesciare una mutazione della stessa classe ma non 
di una classe diversa. 


5. Quali amminoacidi sono specificati dai codoni che 
possono essere mutati in codoni ambra da una sin- 
gola mutazione puntiforme? 


6. L'mRNA che codifica la catena a dell'emoglobina 
umana contiene la sequenza di basi 


...UCCAAAUACCGUUAAGCUGGA... 


Il tetrapeptide C-terminale della catena @ normale, 
che è codificato da parte di questa sequenza, è 


-Ser-Lys-Tyr-Arg 


Nell’emoglobina di Constant Spring la regione cor- 
rispondente della catena a ha la seguente sequenza 


-Ser-Lys-Tyr-Arg-Gln-Ala-Gly-... 
Descrivete la mutazione che dà origine all’emoglo- 
bina di Constant Spring. 


7. Spiegate perché è necessario un minimo di 32 tRNA 
per tradurre il codice genetico «standard». 


8. Disegnate le coppie oscillanti che non sono nella Fig. 
30.21a. 


9. Un vostro collega sostiene che esponendo E. coli 
a HNO, ha mutato un tRNASY in un soppresso- 
re ambra. Credete a questa affermazione? Spiegate 
perché. 


*10. Deducete le sequenze degli anticodoni di tutti i sop- 
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pressori elencati nella Tabella 30.5 tranne UGA-1 
e indicate le mutazioni che li hanno determinati. 


11. Quanti diversi tipi di macromolecole devono essere 
contenuti come minimo in un sistema in vitro di 
sintesi proteica derivato da E. coli? Contate ciascun 
tipo di componente dei ribosomi come una diversa 
macromolecola. 


12. Perché gli oligonucleotidi contenenti le sequenze 
di Shine-Dalgarno inibiscono la traduzione nei pro- 
carioti? Perché non lo fanno anche negli eucarioti? 


13. Perché m’GTP inibisce la traduzione negli eucario- 
ti? Perché non lo fa nei procarioti? 


14. Quale sarebbe la distribuzione della radioattività nel- 
le catene di emoglobina complete in seguito ad espo- 
sizione dei reticolociti a leucina marcata con 3H per 
un breve periodo seguita da un’incubazione con leu- 
cina non marcata? 


15. Disegnate un mRNA coni siti di controllo necessa- 
ri nei procarioti che codifichi l’octapeptide Lys-Pro- 
Ala-Gly-Thr-Glu-Asn-Ser. Î 


16. Indicate i siti di controllo della traduzione presenti 
e la sequenza di amminoacidi codificata dal seguente 
mRNA procariotico. 


5/-CUGAUAAGGAUUUAAAUUA UGUGUCA AUC- 
ACGAAUGCUAAUCGAGGCUCCAUAAUA 
ACACUUCGAC-3” 


17. Qual è il costo energetico in ATP della sintesi in E. 
coli di una catena polipeptidica di 100 residui parten- 


*18. 


19. 


20. 


21. 


do da amminoacidi ed mRNA? Assumete che non 
ci siano perdite imputabili a meccanismi di correzione. 


È stato suggerito che la Gly-tRNA sintetasi non ri- 
chieda un meccanismo di correzione. Perché? 


Un antibiotico chiamato fixmicina, che è stato iso- 
lato da un fungo che cresce sul frutto maturo della 
passiflora, è efficace nella cura di molti tipi di ma- 
lattie veneree. Nel caratterizzare il meccanismo di 
azione della fixmicina avete trovato che essa è un 
inibitore della traduzione nei batteri che si lega 
esclusivamente alla subunità grande dei ribosomi 
di E. coli. L’inizio della sintesi proteica in presenza 
di fixmicina ha come risultato la generazione di 
dipeptidi che rimangono associati con il ribosoma. 
Suggerite un meccanismo per l’azione della fixmi- 
cina. 


L’eme inibisce la degradazione delle proteine nei 
reticolociti regolando allostericamente l’enzima at- 
tivante l’ubiquitina. A quale funzione fisiologica po- 
trebbe servire questo fenomeno? 


Genbux Inc., un'industria di ingegneria genetica, 
ha clonato in E. coli il gene che codifica un enzima 
che ha un certo valore dal punto di vista industria- 
le in modo da produrlo in grandi quantità. Poiché 
però l’industria desidera produrre l’enzima nell’or- 
dine di grandezza delle tonnellate, le spese per il 
suo isolamento sarebbero enormemente ridotte se 
si potesse indurre il batterio a secernere l’enzima. 


‘- Come consulenti superpagati, quali suggerimenti of- 


frireste per risolvere ‘questo problema? 
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Replicazione, 
riparazione 

e ricombinazione 
del DNA 


Gli individui sono il sistema utilizzato dal DNA per 
fare più DNA. 
Anon. 


In questo capitolo prenderemo in considerazio- 
ne come viene sintetizzato e mantenuto il DNA. La 
necessità di trasmettere l’informazione genetica as- 
solutamente senza errori alle generazioni successive 
e, contemporaneamente, di favorire la proliferazio- 
ne di mutazioni vantaggiose ha determinato l’evolu- 
zione di meccanismi elaborati per la replicazione, ri- 
parazione e ricombinazione del DNA anche nell’or- 
ganismo più semplice. Le linee generali della mag- 
gior parte di questi processi sono state chiarite an- 
che se, come si vedrà, i dettagli sono in gran parte 
oscuri. 


1. LA REPLICAZIONE DEL DNA: 
UNA VISIONE D'INSIEME 


Il basilare lavoro di Watson e Crick che descri- 
ve la doppia elica del DNA finiva con le seguenti 
parole: «Non è sfuggito alla nostra attenzione che l’ap- 
paiamento specifico che abbiamo postulato suggeri- 
sce immediatamente un possibile meccanismo di co- 
piatura per il materiale genetico». In un lavoro suc- 
cessivo essi si sono dilungati su questa notazione piut- 
tosto criptica puntualizzando che un filamento di 
DNA potrebbe agire come stampo per dirigere la sin- 
tesi del suo filamento complementare. 

Anche se Meselson e Stahl dimostrarono, nel 1958, 
che il DNA è infatti replicato in modo semiconserva- 
tivo (paragrafo 28.24), solo 20 anni più tardi il mec- 
canismo della replicazione del DNA nei procarioti 
è stato compreso in dettaglio. Questo è dovuto al fat- 
to che, come vedremo in questo capitolo, il processo 
di replicazione del DNA, in quanto a complessità, 
rivaleggia con la traduzione ma è mediato da insie- 
mi di proteine spesso debolmente associate che sono 
presenti in poche copie per cellula. La sorprendente 
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Figura 31.1 Le DNA polimerasi assemblano i deossinucleosidi trifo- 
sfato sugli stampi di DNA a singolo filamento di modo che il filamen- 
to di nuova sintesi si allunga nella sua direzione 5’ ——> 3°. 


complessità della replicazione del DNA paragonata 
al processo di trascrizione, chimicamente simile (pa- 
ragrafo 29.3), deriva dalla necessità di una estrema 
accuratezza nella replicazione'del DNA al fine di man- 
tenere l’integrità del genoma di generazione in gene- 
razione. 


A. Le forcelle di replicazione 


477] Il DNA è replicato da enzimi noti come DNA 
polimerasi dirette da DNA 0 semplicemente come 
DNA polimerasi. Questi enzimi utilizzano DNA a 
singolo filamento come stampo su cui catalizzare la 
sintesi del filamento complementare a partire dagli 
appropriati deossinucleosidi trifosfati (Fig. 31.1). I nu- 
cleotidi sono selezionati in base alla loro capacità di 
formare appaiamenti di basi, secondo il modello di 
Watson e Crick, con il DNA stampo di modo che 
il filamento di DNA di nuova sintesi formi una dop- 
pia elica con il filamento stampo. Quasi tutte le DNA 
polimerasi note possono solo aggiungere un nucleoti- 
de donato da un nucleoside trifosfato al gruppo OH 
libero al 3' di un segmento polinucleotidico di basi 
appaiate, così che le catene di DNA si allungano solo 
nella direzione 5' —> 3'. Le DNA polimerasi sono 


ulteriormente descritte nei paragrafi 31.2A, 31.2B e 
31.4B. 
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Il DNA a doppia elica si replica 
in modo semiconservativo alle forcelle 
di replicazione 


1478| John Cairns ottenne le prime indicazioni di co- 
me si replicano i cromosomi mediante autoradiogra- 
fie del DNA in replicazione. Le autoradiografie di 
cromosomi circolari ottenuti in presenza di [H]timi- 
dina mostrano la presenza di «occhi» o «bolle» di re- 
plicazione (Fig. 31.2). Queste cosiddette strutture 0 
(per la loro somiglianza con la lettera greca theta) 
indicano che il DNA a doppia elica si replica median- 
te la progressiva separazione dei suoi due filamenti 
parentali accompagnata dalla sintesi dei loro filamenti 
complementari per dare origine a due doppie eliche 
figlie replicate in modo semiconservativo (Fig. 31.3). 
La replicazione del DNA che coinvolge strutture 0 
è nota come replicazione fl. 


Occhio di replicazione 
Figura 31.2 Autoradiografia e suo disegno interpretativo di un cromo- 
soma di £. coli in replicazione. Il batterio è stato cresciuto per poco 
più di una generazione in un mezzo contenente [*Hitimidina: il DNA 
successivamente sintetizzato appare come una linea di granelli scuri 
nell'emulsione fotografica (linee rosse nel disegno interpretativo). La 
grandezza dell'occhio di replicazione indica che il cromosoma circo- 
lare risulta duplicato per circa un sesto in questa fase di replicazione. 
(Per gentile concessione di John Cairns, Cold Spring Harbor Laboratory.) 
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DNA repliche 


Figura 31.3 La replicazione del DNA. 


Il punto di diramazione in un «occhio» di replica- 
zione in cui avviene la sintesi del DNA è chiamato 
forcella di replicazione. Una «bolla» di replicazio- 
ne può contenere una o due forcelle di replicazione 
(replicazione unidirezionale o bidirezionale). Stu- 
di mediante autoradiografie hanno dimostrato che 
la replicazione 8 è quasi sempre bidirezionale (Fig. 
31.4). Tali esperimenti, inoltre, sommati all’evidenza 
genetica, hanno stabilito che il DNA dei procarioti 
e dei batteriofagi ha una sola origine di replicazio- 
ne (il punto in cui inizia la sintesi del DNA). 


B. Il ruolo della DNA girasi 


La necessità che il DNA parentale si svolga a 
livello della forcella di replicazione (Fig. 31.3) rap- 
presenta un formidabile ostacolo topologico. Il DNA 
di E. coli, per esempio, viene replicato a un ritmo 
di -1000 nucleotidi/s. Se il suo cromosoma, lungo 
1300 um, fosse lineare dovrebbe srotolarsi, all’inter- 
no dei confini di una cellula di E. coli lunga 3 um, 
a un ritmo di — 100 rivoluzioni/s (ricordate che il 
DNA-B ha circa 10 bp per giro). Ma poiché il cromo- 
soma di E. coli è circolare questo non potrebbe nep- 
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pure avvenire. Piuttosto, la molecola di DNA accu- 
mulerebbe +100 superavvolgimenti/s (vedi il para- 
grafo 28.5A per una discussione sul superavvolgimen- 
to) fino a divenire avvolta troppo strettamente per 
permettere un ulteriore svolgimento. Il superavvol- 
gimento negativo del DNA, che è presente natural- 
mente, promuove lo svolgimento del DNA ma pari 
solo al — 5% dei suoi giri di doppia elica (ricordate 
che i DNA nativi hanno tipicamente un superavvol. 
gimento in meno ogni —20 giri di doppia elica; pa- 
ragrafo 28.5B). 

Nei procarioti, tuttavia, il superavvolgimento negati. 
vo può essere introdotto nel DNA mediante l’azione 
della topoisomerasi di tipo Il (DNA girasi; paragrafo 
28.5C) a spese della idrolisi di ATP. Questo processo 
è essenziale per la replicazione del DNA dei proca- 
rioti come è dimostrato dall’osservazione che gli ini- 
bitori della DNA girasi, quali la novobiocina e l’aci- 
do ossolinico, bloccano la replicazione del DNA in 
tutti i procarioti tranne che in quei mutanti la cui 
DNA girasi non lega questi antibiotici. 


C. La replicazione semidiscontinua 


[1460] Le immagini a bassa risoluzione fornite dalle 
autoradiografie quali quelle delle Figg. 31.2 e 31.4b 
suggeriscono che i due filamenti antiparalleli del DNA 
a doppia elica sono replicati simultaneamente nel pun- 
to di avanzamento di una forcella di replicazione. 
Tutte le DNA polimerasi conosciute, però, possono 
allungare i filamenti di DNA solo nella direzione 
5" — 3’. Come può allora la DNA polimerasi co- 
piare il filamento parentale che si estende oltre la 
forcella di replicazione in direzione 5° —> 3'? A 
questa domanda è stata data una risposta nel 1968 
da parte di Reiji Okazaki tramite i seguenti esperi- 
menti. Se una coltura di E. coli in crescita è esposta 
per 30 secondi a [*Hltimidina, la maggior parte del 
DNA radioattivo, e quindi di nuova sintesi, ha un 
coefficiente di sedimentazione in alcali da 7S a 115. 

Questi cosiddetti frammenti di Okazaki eviden- 
temente consistono di solo 1000-2000 nucleotidi. Se 
però dopo l'esposizione per 30 secondi a [H]timidi- 
na i batteri E. coli sono trasferiti in un mezzo non 
marcato (esperimento di pulse-chase) il DNA che 
risulta radiomarcato sedimenta a un ritmo che au- 
menta con l'aumentare del tempo per cui le cellule 
sono cresciute nel mezzo non marcato. I frammenti 
di Okazaki devono quindi essere covalentemente in- 
corporati in molecole di DNA più grandi. l 
Okazaki ha interpretato i risultati di questi suo! 
esperimenti con il modello della replicazione s€- 


Nm, 
DNA marcato Fai 


intensamente 


11482; 


Replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 


1087 


© 88-08-10538-5 


ro 
ANI Replicazione 
Va unidirezionale 


DNA marcato 
debolmente 


RI n° 
IN Replicazione da 
bidirezionale INS 
Mag RS 
(a) 
(b) 


Figura 31.4 Come distinguere autoradiograficamente la replicazio- 
ne del DNA secondo il modello 4 unidireziofiale e bidirezionale. 
(a) Un organismo viene cresciuto per parecchie generazioni in un 
mezzo che è debolmente marcato con ['Hjtimidina di modo che tutto 
il suo DNA risulti visibile in un autoradiogramma. Viene quindi ag- 
giunta al mezzo una grossa quantità di ['H]timidina per pochi se- 
condi prima dell'isolamento del DNA (pulse /abeling) in modo che 
risultino marcate solo quelle basi vicino alla/e forcelle di replicazio- 
ne. In caso di replicazione del DNA unidirezionale si vedrà solo un 
punto di diramazione intensamente marcato (in alto), mentre in caso 
di replicazione del DNA bidirezionale si vedranno due di questi pun- 
ti di diramazione (in basso). (b) Un autoradiogramma di DNA di £. 
coli trattato in questo modo che dimostra come la sua replicazione 
sia bidirezionale. (Per gentile concessione di David M. Prescott, Uni- 
versity of Colorado.) 


Direzione del 
movimento 

della forcella 
di replicazione 


i 
3 


ipa ptiidibig ibid 7 
gi PEER ELE ae 
Filamento /rader 
Filamento 


ritardato (frammenti di Okazaki) 


Filamenti 
originari 


Figura 31.5 Nella replicazione del DNA entrambe le eliche figlie (in 
rosso) sono sintetizzate in direzione 5° — 3°. Il filamento /eader 
viene sintetizzato in modo continuo, mentre il filamento ritardato vie- 
ne sintetizzato in modo discontinuo. 


midiscontinua (Fig. 31.5). I due filamenti parentali 
vengono replicati in due modi diversi. Il filamento 
di DNA di nuova sintesi che si estende nella direzione 
5° — 3‘ del movimento della forcella di replicazio- 
ne, il cosiddetto filamento leader, è sintetizzato in 
modo essenzialmente continuo nella sua direzione 


ioclf 


35° —> 3’, con l’avanzare della forcella di replicazio- 


Figura 31.6 Fotografia al microscopio elettronico di un occhio di re- 
plicazione nel DNA di Drosophila melanogaster. Notate che le regio- 
ni a filamento singolo (frecce) vicino alle forcelle di replicazione han- 
no la configurazione in trans in accordo con il modello di replicazio- 
ne discontinua del DNA. (Fonte: KREIGSTEIN, H. }. e HogHEss, D. S., 
Proc. Natl. Acad. Sci., 71, p. 173, 1974.) 


ne. L’altro filamento di nuova sintesi, il filamento 

ritardato, è pure sintetizzato nella sua direzione 

5° —> 3', ma in modo discontinuo come frammenti 
di Okazaki. I frammenti di Okazaki sono uniti tra 
loro covalentemente solo qualche tempo dopo la loro 
sintesi con una reazione catalizzata dall’enzima DNA 
ligasi (paragrafo 31.2C). 

Il modello semidiscontinuo della replicazione del 
DNA è sostenuto da fotografie al microscopio elet- 
tronico di DNA in replicazione che mostrano regioni 
a singolo filamento su di un lato della forcella di re- 
plicazione (Fig. 31.6). Nel DNA che si replica bidire- 
zionalmente, inoltre, le due regioni a singolo filamen- 
to sono presenti, come ci si aspetterebbe, sui lati dia- 

* metralmente opposti di una bolla di replicazione. 


D. | primer di RNA 


[1482] La DNA polimerasi necessita di un gruppo OH 
libero al 3’ per poter allungare una catena di DNA. 
Questo requisito pone una domanda che è stata enfa- 
tizzata dall’accettazione del modello semidiscontinuo 
di replicazione del DNA: come viene iniziata la sin- 
tesi del DNA? Un’attenta analisi dei frammenti di 
Okazaki ha rivelato che le loro estremità 5' consisto- 
no di frammenti di RNA di 1-60 nucleotidi (una lun- 
ghezza che dipende dalla specie) che sono complemen- 
tari alla catena di DNA stampo (Fig. 31.7). E. coli 
ha due enzimi che possono catalizzare la formazio- 
ne di questi primer (o inneschi) di RNA: la RNA 
polimerasi, l'enzima che media la trascrizione (para- 
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Figura 31.7 La sintesi del DNA è avviata da corti segmenti di RNA. 


grafo 29.2) e la molto più piccola primasi (60 KD), 
il prodotto monomerico del gene dnaG. 

La primasi è insensibile all’inibitore della RNA po- 
limerasi rifampicina (paragrafo 29.2C). L’osservazio- 
ne che la rifampicina inibisce solo la sintesi del fila- 
mento leader indica quindi che la primasi dà inizio 
ai primer dei frammenti di Okazaki. L'inizio della 
sintesi di un filamento leader in E. coli, un evento 
molto più raro dell’inizio della sintesi dei frammenti 
di Okazaki, può essere mediato in vitro sia dalla RNA 
polimerasi che dalla primasi singolarmente ma è 
enormemente stimolato quando sono presenti en- 
trambi gli enzimi. Si ritiene quindi che in vivo que- 
sti enzimi agiscano in modo sinergico per avviare 
la sintesi del filamento leader. 

Il DNA maturo non contiene RNA. I primer di RNA 
sono rimossi durante la replicazione e gli intervalli 
di filamento singolo che ne risultano sono riempiti 
con DNA mediante un meccanismo descritto nel pa- 
ragrafo 31.2A. i 


2. GLI ENZIMI DELLA REPLICAZIONE 


La replicazione del DNA è un processo com- 
plesso che coinvolge una grande varietà di enzimi. 
Esso richiede, per elencare solo gli attori principali 
in ordine di apparizione: (1) una DNA girasi, (2) pro- 
teine che separino i filamenti di DNA alla forcella 
di replicazione, (3) proteine che ne impediscano la 
riassociazione prima che la replicazione sia avvenu- 
ta, (4) enzimi per la sintesi dei primer di RNA, (5) 
una DNA polimerasi, (6) un enzima che rimuova i 


mente frammenti di Okazaki successivi. In questo 
paragrafo descriveremo le proprietà e le funzioni di 
molte di queste proteine. 


A. La DNA polimerasi | 


Nel 1957, Arthur Kornberg ha riportato la sco- 
perta di un enzima capace di catalizzare la sintesi 
di DNA in estratti di Escherichia coli tramite la sua 
capacità di incorporare nel DNA l'elemento radio- 
marcato derivato dalla ['*Cltimidina trifosfato. Que- 
sto enzima, che da allora è stato chiamato DNA po- 
limerasi I o Pol I, consiste di un singolo polipeptide 
di 928 residui. 

Pol I accoppia i deossinucleosidi trifosfato sullo stam- 

po di DNA (Fig. 31.1) in una reazione che avviene me- 
diante l’attacco nucleofilico del gruppo OH al 3' della 
catena di DNA in crescita al fosforile a di un nucleo- 
side trifosfato. La reazione è sostenuta dalla risul- 
tante eliminazione di PP; e dalla sua susseguente 
idrolisi da parte della pirofosfatasi inorganica. 
La reazione complessiva assomiglia a quella cataliz- 
zata dalla RNA polimerasi (paragrafo 29.2) ma ne dif- 
ferisce per l'indispensabile requisito che il nucleoti- 
de in arrivo sia legato a un gruppo OH libero al 3° 
di un polinucleotide le cui basi siano appaiate allo 
stampo (ricordate che la RNA polimerasi inizia la tra- 
scrizione legando insieme due ribonucleotidi trifo- 
sfato su uno stampo di DNA). La complementarietà 
tra il DNA prodotto e lo stampo è stata inizialmente 
dedotta tramite studi della composizione di basi e 
di ibridizzazione, ed è stata poi direttamente dimo- 
strata mediante determinazioni della sequenza di ba- 
si. La frequenza di errore di Pol I nel copiare lo stam- 
po è molto bassa, come è stato dimostrato in vitro 
dalla sua capacità di replicare il DNA di $X174 dan- 
do origine a particelle fagiche in tutto e per tutto 
infettive. o 

Si ritiene che la specificità di Pol I per una base 
derivi dalla necessità che essa formi un appaiamento 
secondo il modello di Watson e Crick con lo stampo 
piuttosto che dal riconoscimento diretto della base 
(ricordate che le quattro coppie di basi, A-T,T-A, 
G-C e C- G, hanno forme quasi identiche; paragrafo 
28.2A). Questo rende conto dell’osservazione che PolI 
può sostituire con 5-bromouracile solo la timidina e 
con ipoxantina solo la guanina. Si dice che Pol I è 
processiva per il fatto che catalizza una serie di po- 
limerizzazioni successive, tipicamente 20 o più, sen- 
za rilasciare lo stampo. Pol I può, naturalmente, fun- 
zionare alla rovescia degradando il DNA mediante 
pirofosforolisi. Questa reazione alla rovescia, tutta- 
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via, non ha probabilmente significato fisiologico a cau- 
sa della bassa concentrazione in vivo di PP; che de- 
riva dall’azione della pirofosfatasi inorganica. 


Pol I può correggere i propri errori 


(1485) In aggiunta alla sua attività polimerasica, Pol I 
presenta due attività idrolitiche indipendenti: 


1. Può funzionare come una esonucleasi 3’ —> 5’. 
2. Può funzionare come una esonucleasi 5’ —> 3”. 


La reazione esonucleasica 3’ — 5’ differisce chi- 
micamente dalla reazione di pirofosforolisi solo per 
il fatto che H0 piuttosto che PP; è l’accettore di nu- 
cleotidi. Studi cristallografici (vedi più avanti) e studi 
della cinetica indicano però che queste due attività 
catalitiche interessano siti attivi separati. La funzio- 
ne esonucleasica 3’ —> 5’ è attivata da un nucleoti- 
de 3’ terminale non appaiato con uri gruppo OH li- 
bero. Se Pol I per errore incorpora un nucleotide sba- 
gliato (non appaiato) all’estremità di una catena di 
DNA in allungamento, l’attività polimerasica è inibi- 
ta e l’esonucleasi 3’ —— 5’ taglia via il nucleotide 
sbagliato (Fig. 31.8). L’attività polimerasica riinizia 
quindi la replicazione del DNA. Pol I ha quindi la 
capacità di verificare un filamento di DNA mentre 
viene sintetizzato in modo da correggere i propri er- 
rori. Questo spiega la grande fedeltà della replicazio- 
ne del DNA da parte di Pol I nonostante la relativa- 
mente bassa energia libera dell’interazione di una 
singola coppia di basi (le caratteristiche energetiche 
della fedeltà di legame sono discusse nel paragrafo 
30.2C). Il prezzo di questa alta fedeltà è che sono ta- 
gliati via — 10% dei nucleotidi correttamente incor- 
porati. 

L’esonucleasi 5° —> 3‘ di Pol I si lega ad interru- 
zioni a singolo filamento del DNA a doppia elica sen- 
za alcun riguardo per il carattere del nucleotide al 
5’ (5’-OH o gruppo fosfato; base appaiata o no). Essa 
taglia il DNA in una regione di basi accoppiate die- 
tro l’interruzione così che il DNA è escisso come mo- 
nonucleotidi o oligonucleotidi di fino a 10 residui (Fig. 
31.9). Al contrario, l’esonucleasi 3’ —> 5’ rimuove 
solo mononucleotidi non accoppiati con gruppi 3‘-OH. 


L’attività polimerasica e le due attività 
esonucleasiche di Pol I interessano 
siti attivi separati 


L’attività esonucleasica 5" — 3’ di Pol I è indi- 
pendente sia dalla sua attività esonucleasica 3° —> 5’ 


Basi 
disappaiate 


Sito di idrolisi X 
dell'esonucleasi 
Figura 31.8 La funzione esonucleasica 3' —> 5’ della DNA poli- 


merasi | elimina nucleotidi appaiati in modo errato all'estremità 3° 
del filamento di DNA in allungamento. 


Sito di idrolisi dell’esonucleasi 


Interruzione in un filamento singolo 


Figura 31.9 La funzione esonugleasica 5° —> 3’ della DNA poli- 
merasi | elimina fino a 10 nucleotidi dall’estremità 5’ di una interru- 
zione a filamento singolo. | nucleotidi immediatamente dopo l’inter- 
ruzione (X) possono o meno essere appaiati. 


che dalla sua attività polimerasica. Infatti, come ab- 
biamo visto nel paragrafo 28.6C, proteasi quali la sub- 
tilisina o la tripsina tagliano Pol I in due frammenti: 
il frammento grande o «Klenow» (dal residuo 324 al 
928), che contiene sia l’attività polimerasica che quella 
esonucleasica 3° —> 5‘; e un frammento più picco- 
lo (dal residuo 1 al 323) che contiene l’attività esonu- 
cleasica 5° ——> 3‘. Pol I presenta quindi tre siti atti- 
vi su di una singola catena polipeptidica. 

La struttura ai raggi X del frammento di Klenow 
sotto forma di complesso con d TMP, determinata da 
Thomas Steitz, indica che questa proteina consiste 
di due domini (Fig. 31.10a). Il dominio più piccolo 
lega il ATMP il cui fosfato al 5’ interagisce con due 
ioni metallici divalenti legati. Il sito legante dTMP 
forma parte della esonucleasi 3’ — 5’ come è sta- 


to dimostrato dall’assenza di questa funzione, ma non . 


dell’attività polimerasica, in un frammento di Kle- 
now mutato con tecniche di ingegneria genetica in 
modo da privarlo dei siti chelanti gli ioni metallici, 
ma altrimenti dotato di una struttura normale. Il do- 
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(a) Sito dell’attività 


Il DNA danneggiato, come discuteremo nel para- 
polimerasica 


grafo 31.5, è identificato da vari sistemi di riparazio- 
ne del DNA. Molti di essi tagliano mediante endonu- 
cleasi il DNA danneggiato al lato 5’ della lesione atti- 
vando quindi l’azione di esonucleasi 5’ —> 3’ di 
Pol I. Contemporaneamente all’escissione di questo 
DNA danneggiato, Pol I riempie simultaneamente 
l’interruzione a singola elica che ne risulta mediante 
la sua attività polimerasica. La sua attività esonuclea- 
sica 5° — 3’ aumenta infatti di 10 volte quando 
è attiva la funzione polimerasica. Forse la simulta- 


Posizione del 


segmento neità dell’attività di escissione e di polimerizzazione 
disordinato di PolI protegge il DNA dall’azione delle nucleasi 
di'-50. residui Sito dell'attività cellulari che danneggerebbero ulteriormente il DNA 
esonucleasica altrimenti interrotto. 
Figura 31.11 Un modello schematico del frammento di Klenow con 
il DNA legato (a) al sito attivo della funzione polimerasica; e (b) al A b . 
sito attivo della funzione esonucleasica 3’ — 5‘. Per scivolare dal Pol I catalizza la «nick translation» 
sito della polimerasi a quello della esonucleasi, l'estremità 3’ dell’eli- (traslazione per taglio) 
ca figlia (in rosso) deve avanzare di una lunghezza corrispondente 
a quattro nucleotidi di DNA a doppia elica e a quattro di DNA a 
singola elica. Il filamento stampo è disegnato in blu. (Fonte: Free- Le attività combinate di esonucleasi 5’ —> 3‘ 
MONT, P. S., FRIEDMAN, |. M., Beese, L. S., SANDERSON, M. R. e STEITZ, 
(a) 


Figura 31.10 La struttura ai raggi X del frammento. Klenow di Pol A 
(a) Una rappresentazione a nastro in cui l'interruzione tra le eliche 
H e | (a sinistra) indica la posizione di un frammento disordinato 
di 50 residui. La divisione tra i domini piccolo (in verde) e grande 
(in viola) della proteina si trova sull'ansa tra le eliche F e G. (Fonte: 
OtLis, L., BRICK, P., HAMLIN, R., XUONG, N. G: e Stemz, T. A., Nature, 
313, p. 762, 1985.) (b) Disegno basato in parte su un modello del 
frammento Klenow di Pol I con del DNA-B a doppia elica sistemato 
in quello che è proposto come il solco legante il DNA (il cristallo 
di Pol | non contiene DNA). Il filamento primer (in verde) termina 
nella regione del presunto sito attivo della polimerasi mentre il fila 
mento stampo (in giallo) passa attraverso l'enzima. Una molecola di 
dTMP (in viola) è illustrata legata al sito attivo di esonucleasi 
3° ——» 5’. (Per gentile concessione di Thomas Steitz, Yale University.) 


minio più grande (l’elica G e oltre nella Fig. 31.100) 
contiene un notevole solco, il sito della polimerasi, 
che sembra avere le dimensioni e la forma appro- 
priata, almeno nei modelli costruiti, per legare una 
molecola di DNA-B in un modo che assomiglia ad 
una mano destra che afferra un bastoncino (Fig. 
31.10b). Un segmento di 50 residui della proteina, 
che si proietta dal «pollice» della «mano» (eliche H e 
I nella Fig. 31.100), non è visibile nella struttura de- 
terminata ai raggi X e si ritiene quindi che sia con- 
formazionalmente disordinato. Steitz ha suggerito che 
questo segmento sia legato in modo flessibile alla pro- 
teina in modo da chiudere il quarto lato del solco 
quando esso contiene il DNA. Questo dispositivo ri- 
durrebbe moltissimo il ritmo di dissociazione del 
DNA dalla polimerasi e spiegherebbe la processività 
osservata in Pol I. La costruzione di modelli inoltre 
indica che le eliche J e K si estendono nella scanalatu- 


(b) 


ra principale del DNA in modo da fissare l’orienta- 
mento elicoidale del DNA nel sito attivo di Pol I ana- 
logamente a quanto fa la filettatura di un dado. Se 
queste caratteristiche strutturali esistono veramen- 
te, allora il DNA dovrebbe avvitarsi verso una nuo- 
va estremità 3’ tra le varie fasi di polimerizzazione. 

Nell’intento di meglio caratterizzare la funzione po- 
limerasica di Pol I, il frammento di Klenow è stato 
cristallizzato con un frammento di DNA il cui ruolo 
doveva essere di mimare il complesso stampo-primer: 
un DNA di 8 bp in cui il filamento «stampo» ha un 
segmento di 3 nucleotidi a filamento singolo alla sua 
estremità 5’. La struttura ai raggi X di questo cristal- 
lo ha rivelato che il DNA, contrariamente alle aspet- 
tative, si lega al sito esonucleasico con un solo seg- 
mento visibile di 4 bp (il resto è presumibilmente 
disordinato) che si estende verso il sito della polime- 
rasi distante — 30 À. Questo suggerisce che il sito del- 


T. A., Proc. Natl. Acad. Sci., 85, p. 8927, 1988.) 


i'esonucleasi 3’ —— 5’ compete con il sito della po- 
limerasi per l’estremità 3’ del DNA di nuova sintesi 
(Fig. 31.11). Poiché il sito dell’esonucleasi può legare 
solo DNA a singola elica, un errato appaiamento al- 
l’estremità 3’ favorisce, promuovendo l’apertura del 
DNA, il legame del filamento di nuova sintesi al sito 
dell’esonucleasi. Gli appaiamenti sbagliati sono quin- 
di escissi in modo preferenziale. 


La funzione fisiologica di Pol I 
è di riparare il DNA 


Per quasi 13 anni dopo la scoperta di Pol I è 
stata assunzione generale che questo enzima fosse 
l'enzima preposto alla replicazione del DNA in E. 
coli, poiché in E. coli non era stata scoperta alcuna 
altra attività di DNA polimerasi. Questo assunto si è 
rivelato insostenibile dopo l’isolamento, nel 1969 da 
parte di Cairn e Paula De Lucia, di un mutante di 
E. coli i cui estratti mostravano una attività Pol I<1% 
(anche se accompagnata da un livello pressoché nor- 
male di attività esonucleasica 5° —> 3‘) ma che era 
ciò non di meno in grado di riprodursi ad un ritmo 
normale. Questo ceppo mutante, tuttavia, è estrema- 
mente suscettibile agli effetti dannosi delle radiazio- 
ni UV e dei mutageni chimici. Evidentemente Pol I 
gioca un ruolo chiave nella riparazione del DNA dan- 
neggiato (chimicamente alterato). 


e di polimerasi di Pol I possono rimpiazzare i nucleo- 
tidi al 5’ di un’interruzione a singola elica di un DNA 
altrimenti non danneggiato. Queste reazioni in effet- 
ti trasportano (muovono) l’interruzione verso l’estre- 
mità 3’ del filamento di DNA senza cambiare altri- 
menti la molecola (Fig. 31.12). Questo processo di 
«nick translation» è usato, in presenza di deossinu- 
cleosidi trifosfati radiomarcati, per preparare DNA 
di sintesi altamente radioattivo (le interruzioni ne- 
cessarie possono essere generate trattando il DNA con 
una piccola quantità di DNasi I pancreatica). 


La funzione fisiologica della esonucleasi 
5’ —> 3’ di Pol I è di eliminare i primer di RNA 


L’esonucleasi 5’ —> 3' rimuove anche i primer 
di RNA all’estremità 5' del DNA di nuova sintesi e 
riempie le interruzioni che ne risultano. L’importan- 


3' an 
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Figura 31.12 La nick translation catalizzata dalla Pol |. 
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za di questa funzione è stata dimostrata dall’isola- 
mento di mutanti di E. coli temperatura-sensibili che, 
alla temperatura di —43 °C, non sono vitali né pre- 
sentano attività esonucleasica 5’ —> 3‘ (il basso li- 
vello di attività polimerasica del mutante di Pol I iso- 
lato da Cairns e De Lucia è apparentemente suffi- 
ciente a svolgere questo essenziale processo di riem- 
pimento delle interruzioni durante la replicazione dei 
cromosomi). Pol I quindi svolge un ruolo indispensa- 
bile nella replicazione del DNA di E. coli, anche se 
diverso da quello inizialmente supposto. 


B. La DNA polimerasi Ill 


La scoperta di mutanti di E. coli a crescita nor- 
male ma con attività Pol I estremamente scarsa sti- 
molò la ricerca di un’ulteriore fonte di attività di po- 
limerizzazione del DNA. Questi sforzi sono stati pre- 
miati dalla scoperta di altri due enzimi, chiamati, se- 
condo l’ordine della loro scoperta, DNA polimerasi 
II (Pol I) e DNA polimerasi IIl (Pol MI). Le pro- 
prietà di questi enzimi sono paragonate a quella di 
Pol I nella Tabella 31.1. Pol II e Pol NI non erano 
stati identificati prima per il fatto che nei test usati 
la loro attività sommata ammontava normalmente 
a <5% di quella di Pol I. 


Tabella 31.1 Proprietà delle DNA polimerasi di £. coli 


Proprietà Pol | Pol Il Pol HI 
Massa (kD) 109 120 140 
Molecole/cellula 400 ? 10-20 
Numero di turnover* 600 30 9000 
Gene strutturale polA polB polC 
Mutanti letali in determinate 

condizioni + - + 
Polimerizzazione: 3’ — 5’ + + +. 
Esonucleasi: 3' —> 5' + + + 
Esonucleasi: 5° —> 3' + - + 


* Nucleotidi polimerizzati min"! mol! a 37 °C. 


Fonte: Kornsera, A., DNA Replication, p. 169, Freeman, 1980. 


Mutanti carenti di Pol II non hanno difetti noti. La 
funzione fisiologica di Pol II, se esiste, è quindi sco- 
nosciuta. 


Pol III è la DNA replicasi di E. coli 


La cessazione della replicazione del DNA in mu- 
tanti po.C—temperatura—sensibili se posti al di sopra 
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Tabella 31.2 Componenti dell’oloenzima DNA 
polimerasi HI 


Massa (kD) 


Subunità Gene strutturale 
a* 130 polC (dnaf) 

e* 27,5 dnaQ 

8* 10 sconosciuto 

î 71 dnaZX** 

Y 52 dnaZ** 

ò 32 sconosciuto 

8 40,6 dnaN 


* Componenti di Pol III. 
** Le subunità y e 7 sono codificate dalla stessa sequenza genica; la subunità 
y comprende l'estremità N-terminale della subunità r. 


Fonte: McHenry, C.S., Annu. Rev. Biochem., 57, p. 538, 1988. 


della temperatura critica dimostra che Pol III è la DVA 
replicasi di E. coli. Questo enzima ha la composizio- 
ne in subunità di ae? dove a, il prodotto del gene 
polC (Tabella 31.2), contiene la funzione polimerasi- 
ca. Le proprietà catalitiche di Pol II assomigliano a 
quelle di Pol I (Tabella 31.1) tranne che per l’incapa- 
cità di Pol III di replicare DNA a filamento singolo 
dotato di primer o DNA a doppio filamento interrot- 
to. Pol III agisce in vitro invece sui tratti a singolo 
filamento lunghi < 100 nucleotidi, una situazione che 
probabilmente richiama lo stato del DNA alle forcel- 
le di replicazione. 

La funzione esonucleasica 3’ —> 5‘ di Pol III, che 
è localizzata sulla subunità e dell’enzima, è il corret- 
tore principale durante la replicazione; essa aumen- 
ta la fedeltà di replicazione da parte dell’enzima fino 
a 200 volte. 

L'attività esonucleasica 5 —> 3‘ di Pol III, però, 
funziona solo su DNA a singola elica e non può quin- 
di catalizzare la «nick translation». 

In vivo, Pol III fa parte di un enzima complesso e 
labile a molteplici subunità, l’oloenzima Pol II, che 
è costituito da almeno sette tipi di subunità (Tabella 
31.2). Le ultime quattro subunità della Tabella 31.2, 
per esempio, hanno il compito di modulare l’attività 
di Pol II. Per esempio, il legame dell’oloenzima Pol III 
a uno stampo dotato di primer richiede l’idrolisi del- 
lATP con una reazione che coinvolge la subunità 
B. Questa reazione attacca l’oloenzima allo stampo 
dando origine ad un complesso che ha una processi 
vità essenzialmente illimitata (>5 000 residui). Per 
contro, Pol III da sola, che non idrolizza ATP, ha 
una processività di 10-15 residui. Sembra anche pro- 
babile che le subunità non-Pol III dell’oloenzima for- 
niscano alcuni dei siti di interazione con altre protei- 
ne che partecipano al processo di replicazione del 


* DNA (paragrafo 31.3). 
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C. Elicasi, proteine leganti il DNA 
e DNA ligasi 


1492] L’oloenzima Pol MI, al contrario di Pol I, non 
è in grado di svolgere il DNA a doppia elica. Invece 
tre proteine, la proteina Rep, l’elicasi II e la pro- 
teina che si lega al filamento singolo (SSB) (Ta- 
bella 31.3) funzionano in accordo per svolgere il DNA 
davanti ad una forcella di replicazione avanzante (Fig. 
31.13) con un processo che è sostenuto dall’idrolisi del- 
V’ATP. La proteina Rep, il prodotto del gene rep di 
E. coli, separa i filamenti di DNA a doppia elica muo- 
vendosi lungo lo stampo del filamento leader in dire- 
zione 3° —> 5‘ mentre consuma due ATP per ogni 
coppia di basi separata. 

L’elicasi II analogamente si muove lungo lo stampo 
del filamento ritardato in direzione 5° —> 3°. L’os- 
servazione che le mutazioni rep” semplicemente ral- 
lentano la replicazione del DNA suggerisce che la 
proteina rep e l’elicasi II agiscano ifsieme per svol 
gere il DNA alla forcella di replicazione. La riassocia- 
zione dei filamenti separati di DNA dietro l’elicasi 
avanzante è impedita dal legame di SSB. Numerose 
copie di questa proteina tetramerica coprono coope- 
rativamente il DNA a singolo filamento mantenen- 


Tabella 31.3 Le proteine che srotolano il DNA e vi si lega- 
no in £. coli 


) Struttura Massa della 
Proteina i Upi: scbuni (KO) Molecole/Cellula 
Proteina Rep Monomero 65 50 
Elicasi Il Monomero 75 6 000 
SSB Tetramero 19 800 


Fonte: Kornsero, A., DNA Replication, 1982 Supplement, p. 283, Freeman, 
1982 e DNA Replication, p. 283, Freeman, 1980. 
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Elicasi 


5‘ 
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Filamento ritardato 


Proteina Rep 


Figura 31.13 Lo srotolamento del DNA ad opera dell’azione combi- 
nata della proteina Rep, dell’elicasi Il e della proteina SSB. La protei- 
na Rep procede lungo lo stampo del filamento /eader in direzione 
3° — 5’ accompagnata dall’avanzare della elicasi Il sullo stampo 
del filamento ritardato in direzione 5' —— 3°. Il riappaiamento dei 
filamenti di DNA separati è impedito dal legame di SSB. 
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Figura 31.14 Le reazioni catalizzate dalla DNA ligasi. Nelle DNA 
ligasi degli eucarioti e di T4, NAD* è sostituito da ATP così che 
nella prima fase della reazione viene eliminato PP; anziché NMN*. 


dolo quindi in uno stato non appaiato. Notate però 
che il DNA deve essere liberato da SSB prima di po- 
ter essere replicato da parte dell’oloenzima Pol HI. 


La DNA ligasi salda le interruzioni 
a singolo filamento 


[1493] Pol I, come abbiamo visto nel paragrafo 31.1D, 
rimpiazza i primer di RNA dei frammenti di Okaza- 
ki con DNA mediante la «nick translation». Le inter- 
ruzioni a singolo filamento che si presentano tra fram- 
menti di Okazaki adiacenti, così come quelle sul DNA 
circolare dopo la sintesi del filamento leader, sono sal- 


"lO 
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date con una reazione catalizzata dalla DNA ligasi. 
L'energia libera richiesta da questa reazione è otte- 
nuta, in modo specie-dipendente, mediante l’idrolisi 
accoppiata di NAD* a NMN* + AMP oppure di ATP 
a PP;+ AMP. L’enzima di E. coli, un monomero di 
77 kD che utilizza NAD*, catalizza una reazione a 
tre stadi (Fig. 31.14): 
1. Il gruppo adenilico di NAD* è trasferito al grup- 
po eamminico di un residuo di Lys di un enzima 
formando un insolito fosfoamide che si può facil- 
mente isolare. 
Il gruppo adenilico di questo enzima attivato è 
trasferito all’estremità 5-fosforile dell’interruzio- 
ne per formare un DNA adenilato. Qui AMP è 
legato al nucleotide al 5’ tramite un pirofosfato 
piuttosto che tramite il solito legame fosfodiestere. 
3. La DNA ligasi catalizza la formazione di un lega- 
me fosfodiestere attaccando l’OH al 3’ sul gruppo 
fosforilico al 5’, sigillando quindi l’interruzione 
e rilasciando AMP. 


ID 


Le DNA ligasi dipendenti da ATP, quali quelle degli 
eucarioti e del fago T4, nella prima parte della rea- 
zione liberano PP; invece di NMN*. La ligasi di T4 
è anche degna di nota per il fatto che ad alte concen- 
trazioni di DNA può collegare due DNA duplex (col- 
legamento di estremità tronche non coesive) con 
una reazione che è proprio ciò che serve in ingegne- 
ria genetica (paragrafo 28.8B). 


3. I MECCANISMI DI REPLICAZIONE 
DEI PROCARIOTI 


[{i94]1 batteriofagi sono tra le entità biologiche più 
semplici e i loro meccanismi di replicazione del DNA 
riflettono questo fatto. Molto di ciò che sappiamo sulla 
replicazione del DNA deriva dallo studio di questo 
processo nei vari fagi. In questo paragrafo esamine- 
remo la replicazione del DNA nei colifagi M13 e 
$X174 e quindi prenderemo in considerazione ciò 
che si sa sulla replicazione del DNA nello stesso E. 
coli. La replicazione del DNA negli eucarioti è discussa 
nel paragrafo 31.4. 


A. Il batteriofago M13 


Il batteriofago M13 possiede un DNA circolare 
a singolo filamento di 6 408 nucleotidi noto come il 
suo filamento virale o (+). In seguito ad infezione 
di una cellula di E. coli, questo filamento dirige la 
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1. Replicazione del DNA ad opera della Pol Ill 

2. Escissione dell'RNA e riempimento dell'interruzione 
ad opera della Pol | 

3. Saldatura dell'interruzione ad opera 
della DNA ligasi 

4. Superavvolgimento ad opera 
della DNA girasi 


di M13 


Figura 31.15 La sintesi del filamento (-) di DNA di M13 sullo stam- 
po di un filamento (+) che porta alla formazione del DNA RF | di M13. 


sintesi del suo complementare o (—) originando la 
forma replicativa (RF) circolare a duplex che è pre- 
sente sia in forma interrotta (RF 11) che superavvol- 
ta (RF I). Questo processo di replicazione (Fig. 31.15) 
può essere usato come paradigma per la sintesi del 
filamento leader del DNA a doppia elica. 

Non appena il filamento (+) di M13 entra nella cel- 
lula di E. coli viene ricoperto da SSB tranne che în 
corrispondenza di un segmento palindromico di 57 
nucleotidi che forma una struttura a forcina. La RNA 
polimerasi inizia la sintesi del primer sei nucleotidi 
prima dell’inizio della struttura a forcina, con un pro- 
cesso che richiede una subunità o per il riconosci- 
mento del sito di inizio (paragrafo 29.2B) e sintetizza 

' 
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un RNA di 20-30 residui che forma un segmento ibri- 
do a doppia elica di RNA-DNA. Il DNA che è sposta- 
to dalla struttura a forcina viene ricoperto da SSB 
di modo che quando la RNA polimerasi lo raggiunge 
viene interrotta la sintesi del primer. L’oloenzima 
Pol II quindi allunga il primer di RNA intorno al 
cerchio per dare origine al filamento (—). Il primer 
è rimosso tramite nick translation catalizzata da Pol I, 
che dà così origine a RF II che è convertita a RFI 


dall’azione sequenziale della DNA ligasi e della DNA 
girasi. 


B. Il batteriofago $X174 


[1496] Il batteriofago $X174, come M13, ha un piccolo 
DNA circolare a singola elica (5 386 nucleotidi). Stra- 
namente la conversione in vivo del DNA virale di 
@X174 nella sua forma replicativa è un processo mol- 
to più complesso di quello osservatò in M13, per il 
fatto che la replicazione di $X174 richiede la parteci- 
pazione di un complesso proteico di quasi 600 kD 
chiamato primosoma (Tabella 31.4). 


Tabella 31.4 Proteine del primosoma* 


: Massa della 
Proielaa Struttura in 


TA #5 Molecole/Cellula 

n Dimero 14 80 
n' Monomero 76 70 
n° Monomero 17 

i Trimero 22 50 
DnaB Esamero 50 20 
DaaC Monomero 29 100 
Primasi Monomero 60 50 


« i 7 } 
Il complesso di tutte le proteine del primosoma tranne la primasi viene chia- 
mato preprimosoma. 


far KorngerG, A., DNA Replication, 1982 Supplement, p. 123, Freeman, 


La replicazione del filamento (—-) di $X174 è un 
modello per la sintesi del filamento ritardato 


La sintesi del filamento (—) di $X174 avviene 
in sei fasi (Fig. 31.16): 


1. La sequenza di reazioni inizia come per M13: il 
filamento (+) viene ricoperto da SSB tranne che 
in una struttura a forcina di 44 nucleotidi vicino 
alla posizione 2 300. Una sequenza di 55 nucleoti- 
di che contiene questa struttura a forcina è quin- 
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Figura 31.16 La sintesi del filamento (-—-) di $X174 sullo stampo di 
un filamento (+) che porta alla formazione del DNA RF | di $X174. 
(Fonte: Arai, K., Low, R., KOBORI, }., SCHLOMAI, }. e KORNBERG, A., 
J. Biol. Chem., 256, p. 5280, 1981.) 
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Figura 31.17 Fotografia al microscopio elettronico di un primosoma 
legato al DNA RF I di $X174. Tali complessi contengono sempre 
un singolo primosoma con associate una o due piccole anse di DNA. 
(Per gentile concessione di Jack Griffith, Lineberger Cancer Research 
Center, University of North Carolina.) 


di riconosciuta e legata dalle proteine n, n’ en’. 

. Le proteine i, DnaB e DnaC si aggiungono a que- 

sto complesso con un processo che richiede ATP 
per formare il preprimosoma, che, a sua volta, 
si lega alla primasi dando origine al primosoma. 

3. Il primosoma avanza sul filamento (+) in dire- 
zione 5° — 3‘ grazie all’idrolisi di ATP cataliz- 
zata da n’. Questo avanzamento, che nel suo pro- 
gredire spiazza SSB, procede în direzione oppo- 
sta a quella della lettura dello stampo durante l’al- 
lungamento della catena di DNA. 

4. In corrispondenza di siti scelti a caso, il primoso- 
ma inverte la sua migrazione mentre la primasi 
sintetizza un primer di RNA. L'inizio della sintesi 
del primer richiede la partecipazione della protei- 
na DnaB, che è ritenuta in grado di alterare, tra- 
mite la concomitante idrolisi di ATP, la confor- 
mazione dello stampo di DNA nel modo richiesto 
dalla primasi. i 

5. L’oloenzima Pol II allunga il primer formando'i 
frammenti di Okazaki. 

6. Pol I stacca i primer e li rimpiazza con DNA. I 
frammenti vengono quindi uniti dalla DNA liga- 
si e superavvolti dalla DNA girasi per formare 
RF I di $X174. 


iS) 


Il primosoma rimane unito al DNA (Fig. 31.17) dove 
partecipa alla sintesi del filamento (+). 


La replicazione del filamento (+) di $gX174 
serve come modello per la sintesi 
del filamento leader 


1498] Un filamento di un DNA circolare a doppia eli- 


(+) 


Figura 31.18 Il sistema di replicazione del DNA mediante il cerchio 
rotante. Il filamento (+) che viene sintetizzato si estende a partire 
da un taglio specifico in corrispondenza dell'origine di replicazione 
(1) in modo da spostare il vecchio filamento (+) (2 e 3). La sintesi 
continua del filamento (+) su di uno stampo di filamento (—) circola- 
re produce una serie di filamenti (+) legati in tandem (4) che vengo- 
no più tardi separati da una esonucleasi specifica. 
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ca può essere sintetizzato col sistema del cerchio ro- 
tante o con il sistema della replicazione o (così chia- 
mata a causa della somiglianza della struttura di re- 


plicazione alla lettera greca sigma; Fig. 31.18). Il fila-. 


mento (+) di $X174 è sintetizzato su uno stampo RFI 
tramite una variante di questo processo, il sistema 
del cerchio rotante con ansa (Fig. 31.19): 


1. La sintesi del filamento (+) inizia con il legame, 
favorito dal primosoma, dell’enzima proteina del 
gene A (60 kD), codificato dal fago, al suo sito 
di riconoscimento di — 30 bp. Lì la proteina del 
gene A taglia specificamente il legame fosfodie- 
stere che precede il nucleotide 4.306 del filamen- 
to (+) formando un legame covalente con il suo 
gruppo fosforilico 5‘, che conserva l’energia del 
legame tagliato. 

2. La proteina Rep (paragrafo 31.2C) si attacca al fi- 
lamento (—) in corrispondenza della proteina del 
gene A e, con l’aiuto del primosoma ancora asso- 
ciato al filamento (+), inizia a svolgere il DNA 
a doppia elica a partire dall’estremità al 5’ del 
filamento (+). Il filamento (+) spiazzato è rico- 
perto da SSB, che ne impedisce la riassociazione 
con il filamento (—). La proteina Rep è essenziale 
per la replicazione del DNA di $X174, al contra- 

rio di quanto avviene per il cromosoma di E. coli, 

come è dimostrato dall’incapacità di $X174 di mol- 
tiplicarsi in E. coli rep”. L’oloenzima Pol II al- 
lunga il filamento (+) a partire dal suo gruppo 
OH libero al 3‘. 

3. Il processo di allungamento genera una struttura 
a cerchio rotante con ansa in cui l’estremità 
5’ del vecchio filamento (+) rimane legata alla 
proteina del gene A in corrispondenza della for- 
cella di replicazione. Si ritiene che appena il vec- 
chio filamento (+) si stacca da RF il primosoma 
sintetizzi i primer necessari alla successiva gene- 
razione di un nuovo filamento (—). 

4. Dopo aver percorso l’intero cerchio intorno al fi- 
lamento (—), la proteina del gene A. opera un ta- 
glio specifico al sito di origine della replicazione 
in modo da formare un legame covalente con l’e- 
stremità 5’ del nuovo filamento (+). Simultanea- 
mente il gruppo OH all’estremità 3’ di nuova for- 
mazione del vecchio filamento (+), che forma 
un’ansa verso l’esterno, attacca in modo nucleofi- 
lico il suo fosforile 5’ alla proteina del gene A, 
liberando quindi un filamento (+) chiuso cova- 
lentemente. Evidentemente la proteina del gene 
A ha due siti attivi che si alternano nel loro attac- 
co alle estremità 5’ di filamenti (+) di sintesi suc- 
cessiva. La forcella di replicazione continua a pro- 


gredire intorno al cerchio di DNA duplex produ- 
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Figura 31.19 La sintesi del filamento (+) di $X174 col sistema del 
cerchio rotante con ansa. 
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DNA polimerasi III 


(a) oloenzima 


SSB 


Filamento leader 


Primosoma 
\ I 
Primer di MVAGRIN 


Frammento di Okazaki 
in allungamento 
(b) 


INIVINININININIVINT 
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Filamento ritardato 
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Primosoma che produce 
un nuovo primer di RNA 


Frammento di Okazaki completato 


Figura 31.20 La replicazione del DNA di £. coli. (a) Il replisoma del 
DNA di £. coli, che si ritiene contenga due complessi di oloenzima 
DNA polimerasi III, sintetizza sia il frammento leader che quello ritar- 
dato. Lo stampo del frammento ritardato deve estroflettersi ad ansa 
per permettere all'oloenzima di estendere il filamento ritardato forni- 
to di primer dal primosoma. (b) L'oloenzima libera lo stampo del 
filamento ritardato quando incontra un frammento di Okazaki prece- 
dentemente sintetizzato. Questo, probabilmente, segnala al primoso- 
ma di avviare la sintesi del primer di RNA del filamento ritardato. 
(©) L'oloenzima si lega di nuovo allo stampo del filamento ritardato 
ed estende il primer di RNA per formare un nuovo frammento di 
Okazaki. Notate come in questo modello la sintesi del filamento lea- 
der sia sempre più avanti della sintesi del filamento ritardato. 


cendo nuovi filamenti (+) in un modo che ricor- 
da quello delle salsicce quando sono tirate fuori 
dal rotolo. 


Negli stadi intermedi della infezione da $X174 cia- 
scun filamento (+) di nuova sintesi dirige la sintesi 
del filamento (—) per formare RF I come descritto 


Okazaki 
LL appena iniziato 


3: 

/ 
NIPX 5; 
Primer di RNA da sostituire 
con DNA ad opera di Pol [; 
interruzione saldata dalla 
DNA ligasi 


Frammento di 


Vecchio frammento 
di Okazaki 


prima. Negli ultimi stadi dell’infezione, però, i fila- 
menti (+) di nuova sintesi sono stivati in particelle 
fagiche. 


C. Escherichia coli 


[99] 1 cromosoma di E. coli si replica col sistema 
bidirezionale 0 a partire da un singolo sito di origine 
della replicazione (paragrafo 31.1A). Il modello più 
plausibile per descrivere ciò che avviene alla forcella 
di replicazione di E. coli (Fig. 31.20) è in gran parte 
derivato da studi sul meccanismo di replicazione del 
DNA di colifagi quali M13 e $X174, più semplice € 
sperimentalmente più accessibile. La doppia elica di 
DNA è svolta per opera della proteina Rep, sullo stam- 
po del filamento leader, in concorso con l’elicasi I 
e il primosoma sullo stampo del filamento ritardato. 
I filamenti singoli separati sono immediatamente ri 


tt rr. 
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coperti da SSB. La sintesi del filamento leader è cata- 
lizzata dall’oloenzima Pol III così come quella del fi- 
lamento ritardato, dopo che è stato dotato di primer 
da parte della primasi associata al primosoma. Si ri- 
tiene che la sintesi sia del filamento leader che del 
filamento ritardato avvenga su di una singola parti- 
cella multiproteica, il replisoma; in questo caso, lo 
stampo del filamento ritardato deve presentarsi sot- 
to forma di ansa (Fig. 31.20). Dopo aver completato 
la sintesi di un frammento di Okazaki, l’oloenzima 
sul filamento ritardato si sposta su di un nuovo pri- 
mer vicino alla forcella di replicazione, il primer a 
capo del frammento di Okazaki precedentemente sin- 
tetizzato viene escisso tramite nick translation cata- 


lizzata da Pol I, e l'interruzione è saldata dalla DNA 
ligasi. 


La replicazione del DNA di E. coli 
inizia al sito oriC i 


con un processo mediato dalla proteina DnaA 


1500] L'origine di replicazione del cromosoma di E. 
coli consiste di un unico segmento di 245 bp noto 
come il locus oriC. Questa sequenza, che presenta seg- 
menti altamente conservati tra i batteri gram- 
negativi, promuove la replicazione bidirezionale dei 
diversi plasmidi in cui è stata inserita. Sulla base di 
esperimenti effettuati con tali plasmidi, Kornberg ha 
proposto che l’inizio della'replicazione in E. coli pro- 


ceda seguendo un processo a molteplici stadi (Fig. 
31.21): 


1. La proteina DnaA (52 kD) riconosce fino a quat- 
tro sequenze ripetute di 9 bp nel sito oriC e vi 
si lega per formare, come indicano la microsco- 
pia elettronica ed esperimenti di protezione dalla 
DNasi I, un complesso costituito dal DNA oriC ne- 
gativamente superavvolto arrotolato intorno a un 
nucleo centrale di 20-40 monomeri della proteina 
DnaA. Questo processo è favorito dalla proteina 
HU, simile agli istoni. 

2. Le subunità di proteina DnaA dissociano quindi 
tre sequenze ripetute in tandem, di 13 bp, ricche di 


Figura 31.21 Un modello dell'inizio della replicazione del DNA in 
corrispondenza di oriC. (1) Le proteine DnaA si legano ai quattro 
nonameri in modo da avvolgere l’opportunamente superavvolto oriC 
intorno al nucleo della proteina, costituito da 20-40 subunità. (2) Le 
tre sequenze ripetute di 13 bp ricche in AT vengono quindi divise 
con una reazione sostenuta da ATP in modo da formare un comples- 
so aperto a cui (3) si lega il complesso DnaB-DnaC. (4) Il complesso 
aperto viene ulteriormente srotolato per azione dell’elicasi della pro- 
teina DnaB, che prepara quindi il complesso alla sintesi del primer 
e alla replicazione bidirezionale. (Fonte: BraMHiLL, D. e KORNBERG, 
A., Cell, 52, p. 752, 1988.) 
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AT (sequenza consenso 5’-GATCINTTNITTIT-3' 
dove con n si indicano posizioni non specifiche) 
localizzate vicino al confine «di sinistra» di oriC. 
L'esistenza del complesso aperto di —45 bp che 
ne risulta è stata dimostrata mediante la sua sen- 
sibilità alla nucleasi P1, una endonucleasi speci- 
fica per filamenti a singola elica. Per la formazio- 
ne del complesso aperto è necessaria la presenza 
della proteina DnaA e di ATP (che viene salda- 
mente legato dalla proteina DnaA e idrolizzato 
in modo dipendente dal DNA) e di una tempera- 
tura sopra i 22 °C (per lo meno in vitro). La natu- 
ra ricca di AT delle sequenze ripetute di 13 bp 
facilita, senza dubbio, il processo di dissociazione. 

3. La proteina DnaA guida un complesso formato 
dalle proteine DnaB e DnaC nella regione disso- 
ciata formando il cosiddetto complesso di pre- 
priming. 

4. In presenza di SSB e di girasi, la DnaB, che ha 
attività di elicasi, svolge ulteriormente in entram- 
be le direzioni il DNA nel complesso di prepri- 
ming in modo da permettere l’ingresso della pri- 
masi e della RNA polimerasi. La partecipazione 
di entrambi questi enzimi alla sintesi del primer 
del filamento leader (paragrafo 31.1D), assieme al 
fatto che questo processo è limitato al sito oriC, 
suggerisce che la RNA polimerasi attivi la prima- 
si alla sintesi del primer. Questo spiega forse la 
somiglianza delle regioni di 13 bp ricche di AT 
di oriC ai promotori della trascrizione da parte 
della RNA polimerasi (paragrafo 29.2B). 


Lo scenario è quindi pronto per la replicazione bidi- 


rezionale del DNA da parte dell’oloenzima Pol III, 
come sopra descritto. 


Le elicasi 


[:501] Sono dieci in E. coli gli enzimi noti per avere 
attività di elicasi. Ciascuno sembra avere un ruolo 
cellulare specializzato nel facilitare tanto processi qua- 
li replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 
quanto la trascrizione del DNA. Questi enzimi, che 
sono tutti ATPasi dipendenti da DNA a singola elica, 
comprendono la proteina UvrABC, che partecipa al 
processo di riparazione per escissione del DNA (pa- 
ragrafo 31.58), la proteina RecBCD, che è attiva nella 
ricombinazione generale (paragrafo 31.6A), il fatto- 
re o, che termina la trascrizione svolgendo l’elica di 
DNA - RNA a livello della bolla di trascrizione (para- 
grafo 29.2E), e numerose altre proteine di cui si par- 
la più avanti. 

Numerose evidenze circostanziali hanno suggerito 


che la elicasi II (prodotto di uvrD) insieme alla pro- 
teina Rep (prodotto del gene rep) partecipi alla pro- 
pagazione della forcella di replicazione in E. coli (pa- 
ragrafo 31.2C). La elicasi II, per esempio, stimola in 
vitro la replicazione del DNA con un processo che 
è favorito dalla proteina Rep; doppi mutanti rep/uvrD, 
inoltre, non sembrano essere vitali. Molti dei fenoti- 
pi mostrati dai mutanti uvrD, come l’aumentata sen- 
sibilità alla radiazione UV e ad altri agenti che dan- 
neggiano il DNA, implicano però che la elicasi II par- 
tecipi ai processi di ricombinazione e/o di riparazio- 
ne. E. coli portatori di geni rep mutati sono vitali 
anche se le loro forcelle di replicazione si propagano 
più lentamente di quelle delle cellule di ceppo nati- 
vo. Il ruolo fisiologico, quindi, della proteina Rep in 
E. coli rimane ignoto (anche se è chiaro che essa par- 
tecipa alla replicazione, secondo la modalità del cer- 
chio rotante, del DNA di $X174 RF I; Fig. 31.19). 
È stato recentemente dimostrato che le proteine di 
E. coli responsabili dello svolgimento della forcella di 
replicazione del DNA sono: proteina n’ (nota anche 
come proteina PriA essendo il prodotto del gene 
priA), una elicasi 3' —> 5‘, e la proteina DnaB, una 
elicasi 5" —> 3’. Entrambe queste proteine sono dei 
componenti del primosoma che si ritiene si assembli 
sul filamento ritardato a livello della forcella di repli- 
cazione e debba quindi avanzare in direzione 
5’ —> 3’ (Fig. 31.20). Lo svolgimento quindi del DNA 
davanti al replisoma (l’effettore della replicazione) 
necessiterebbe appunto di una ,elicasi 5" —> 3’ co- 
me la proteina DnaB. È stato quindi suggerito che la 
proteina n agisca come una traslocasi che spinge lo 
stampo costituito dal filamento ritardato ripiegato ad 
ansa attraverso il replisoma in direzione 3’ —> 5°, 
conservando quindi le dimensioni dell’ansa con l’a- 
vanzare del replisoma in direzione 5° —> 3°. 


L’inizio della replicazione del DNA di E. coli 
è rigorosamente regolato 


302] In E. coli la replicazione del cromosoma si veri- 
fica solo una volta per ogni divisione cellulare: questo 
processo deve quindi essere rigorosamente controlla- 
to. Il tempo di duplicazione a 37 °C di E. coli varia 
con le condizioni di crescita da <10 min a — 10 h. 
La velocità di movimento di — 850 nucleotidi/s di ogni 
forcella di replicazione fissa però il tempo di replica- 
zione del cromosoma C a —40 min (il cromosoma 
di E. coli consiste di — 4x 105 bp). Inoltre, la segre- 
gazione dei componenti cellulari e la formazione di 
un setto tra essi, che deve precedere la divisione cel- 
lulare, richiede un tempo costante D=20 min dopo 
il completamento della corrispondente fase di repli- 
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cazione del cromosoma. Cellule con tempi di duplica- 
zione <C+D=60 min devono, di conseguenza, ini- 
ziare la replicazione del cromosoma prima della fine 
del ciclo di divisione cellulare precedente. Questo de- 
termina la formazione di cromosomi a forcelle 
multiple come è mostrato nella Fig. 31.22 per un 
tempo di divisione cellulare di 35 min. 

Le suddette considerazioni indicano che ci deve es- 
sere un segnale che dà inizio ad ogni ciclo di replica- 
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Figura 31.22 In cellule che si dividono ogni 35 min, l'intervallo fisso 
di 60 min tra l’inizio della replicazione e la divisione cellulare ha 
come risultato la produzione di cromosomi forniti di molteplici for- 
celle. (Fonte: LEWIN, B., Genes, 3° ed., p. 299, Wiley, 1987. Trad. 
it. della 2° ed.: // gene, Zanichelli, 1985.) 


Figura 31.23 Una fotografia al microscopio elettronico di un cromo- 
soma intatto e superavvolto di £. coli attaccato a due frammenti di 


membrana cellulare. (Fonte: Delius, H. e WORCEL, A., /. Mol. Biol., 
82, p. 108, 1974.) 


zione del cromosoma. La natura di questo segnale è 
sconosciuta. L'osservazione tuttavia che (1) le sequen- 
ze di 13 bp ripetute di oriC iniziano ciascuna con 
la sequenza GACT (vedi sopra), cioè la sequenza più 
comunemente metilata in E. coli (paragrafo 31.7), e 
che (2) E. coli deficitari per l'enzima di metilazione 
di GATC sono trasformati in modo assolutamente 
inefficiente da plasmidi che contengono oriC, sugge- 
risce che l’avvio della replicazione del DNA in E. coli 
dipende dal livello di metilazione di oriC. 

Ci sono notevoli evidenze morfologiche, quali quella 
nella Fig. 31.23, che il cromosoma di E. coli sia asso- 
ciato con la membrana cellulare. Questa associazione 
presumibilmente permette durante la divisione cel. 
lulare la segregazione in cellule diverse dei cromoso- 
mi replicati. Ciò non di meno non esiste alcuna evi- 
denza diretta che un qualche componente della mem- 
brana sia necessario per la replicazione del DNA. 


La terminazione della replicazione 


La regione di termine della replicazione in E. 
coli è una grossa regione (350 kb) fiancheggiata da 
quattro siti di terminazione di 23 bp praticamente 
identici: TerD e TerA sulla sinistra e TerB e TerC sulla 
destra se il cromosoma circolare di E. coli è disegna- 


«to con la terminazione: della replicazione in alto (per 


cui il sito di origine della replicazione, oriC, risulta 
in basso). Il movimento di una forcella di replicazio- 
ne che viaggia in senso antiorario si arresta quando 
essa incontra TerA o TerD (TerD è presumibilmente 
il sito di riserva di TerA) mentre una forcella di re- 
plicazione che viaggia in senso orario è fermata da 
TercC o, in caso di suo fallimento, da TerB. Questi siti 
di terminazione quindi sono polari; essi arrestano il 
movimento di una forcella di replicazione che va in 
una sola direzione lungo il cromosoma. Questa orga- 
nizzazione garantisce che le due forcelle di replica- 
zione generate dall’inizio bidirezionale della replica- 
zione in corrispondenza di oriC si incontrino in cor- 
rispondenza del sito di terminazione della replica- 
zione anche se una di esse arriva molto prima della 
sua controparte. 

La terminazione della replicazione richiede la pre- 
senza della proteina Tus, una proteina monomeri- 
ca di 36 kD che è il prodotto del gene tus (da termi- 
nator utilization substance). Questa proteina si lega 
specificamente a un sito Ter dove impedisce lo spo- 
stamento del filamento da parte della elicasi DnaB 
arrestando, così, il movimento della forcella di repli- 
cazione. La proteina Tus contiene una grossa frazio- 
ne di residui basici, come del resto altre proteine che 
legano il DNA, ma è priva di una sequenza che asso- 
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migli a quelle di comuni motivi che legano il DNA 
quali il motivo elica-curva-elica (paragrafo 29.3C) o 
il motivo zinc finger (paragrafo 33.3B). L’osservazio- 
ne che quando la proteina Tus viene fusa con una 
seconda proteina che lega il DNA la replicazione vie- 
ne inibita in corrispondenza del secondo sito di lega- 
me con la proteina suggerisce che la proteina Tus 
non funzioni come semplice morsa, ma che invece 
interagisca con la proteina DnaB per inibire l’azione 
dell’elicasi. È interessante notare che il gene tus ini- 
zia solo 10 bp a valle del sito TerB, il che suggerisce 
xche la trascrizione di tus sia autoregolatoria. 


D. La fedeltà della replicazione 


Poiché un singolo polipeptide, anche piccolo co- 
me il frammento di Klenow di Pol I, può replicare 
da solo il DNA, perché E. coli mantiene una batteria 
di più di 20 proteine coordinate in modo intricato 
per replicare il suo cromosoma? La risposta è appa- 
rentemente nel tentativo di assicurare una fedeltà 
quasi perfetta alla replicazione del DNA, necessaria 
a preservare l’integrità del messaggio genetico di ge- 
nerazione in generazione. 

La velocità di reversione di E. coli o di fagi T4 mu- 
tanti al tipo nativo indica che si verifica solo un ap- 
paiamento sbagliato ogni 108-10!° paia di basi repli- 
cate. Questo corrisponde a — i errore ogni 1000 bat- 
teri per generazione. Una tale accuratezza nella re- 
plicazione deriva in parte dalla funzione esonuclea- 
sica 3’ —* 5‘ di Pol I e di Pol Ill che identifica ed 
elimina gli errori occasionali fatti dalla loro funzione 
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Figura 31.24 Se una DNA polimerasi potesse sintetizzare il DNA in 
direzione 3° —— 5’: (a) l’appaiamento di ciascun nucleoside trifo- 
sfato alla catena in allungamento dovrebbe essere sostenuto dall'idro- 
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polimerasica. Infatti, mutazioni che aumentano l’at- 
tività esonucleasica, e quindi la capacità di rilettura 
e correzione, di una DNA polimerasi diminuiscono 
la frequenza di mutazione di altri geni. 

Si ritiene che l'incapacità di una DNA polimerasi 
di iniziare V’allungamento di una catena senza un 
primer sia una caratteristica che aumenta la fedeltà 
della replicazione del DNA. I primi nucleotidi di una 
catena ad essere appaiati sono quelli più soggetti ad 
un errato appaiamento a causa della natura coopera- 
tiva delle interazioni di appaiamento tra le basi (pa- 
ragrafo 28.3). La correzione di un corto oligonucleo- 
tide a doppia elica è analogamente un processo pro- 
no all’errore. L'uso di primer di RNA elimina questa 
fonte di errore poiché l’RNA è alla fine sostituito da 
DNA in condizioni che permettono il raggiungimen- 
to di un accurato appaiamento di basi. 

Ci si potrebbe chiedere perché nelle cellule si sia 
evoluto il complicato sistema di sintesi discontinua 
del filamento ritardato invece di una DNA polimera- 
si che potesse semplicemente allungare le catene di 
DNA in direzione 3’ —> 5’. Anche un’analisi dei 
processi chimici coinvolti nell’allungamento della ca- 
tena di DNA porta alla conclusione che questo siste- 
ma promuova una replicazione ad alta fedeltà. Il col- 
legamento di 5 ’_deossinucleotidi trifosfati in direzio- 
ne 3’ —> 5‘ richiederebbe la ritenzione del gruppo 
trifosfato 5/-terminale della catena in allungamento 
per poter proseguire nel collegamento successivo (Fig. 
31.24a). In seguito a correzione di un nucleotide 5‘- 
terminale male appaiato (Fig. 31.24b) questa putativa 
polimerasi dovrebbe, analogamente a Pol I per esem- 
pio, eliminare il nucleotide errato lasciando o un grup- 
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lisi del nucleoside trifosfato precedentemente attaccato; (6) la corre- 
zione per rimozione di un nucleoside trifosfato all'estremità 5 rende- 


rebbe la catena di DNA incapace di ulteriore allungamento. 
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po OH al 5’ o un gruppo fosfato al 5‘. Nessuno di que- 
sti gruppi terminali è in grado di fornire energia per 
un ulteriore allungamento della catena. Una DNA po- 
limerasi che fosse in grado di correggere in direzione 
3! —> 5’ dovrebbe quindi essere capace di riattivare 
il prodotto della sua correzione. La complessità intrin- 
seca di un tale sistema ne ha presumibilmente deter- 
minato la selezione negativa durante l'evoluzione. Qua- 
lunque errore rimasto in un DNA duplex dopo la sua 
replicazione o che sorga successivamente per danno 
chimico e/o fisico può essere corretto tramite numero- 
si processi di riparazione del DNA (paragrafo 31.5). 
Questo rende una cellula capace di tutelare il proprio 
patrimonio genetico durante tutto il suo ciclo vitale. 


4. LA REPLICAZIONE DEL DNA 
DEGLI EUCARIOTI 


Diventa sempre più evidente che esiste un note- 
vole grado di analogia tra i meccanismi di replicazio- 
ne del DNA degli eucarioti e dei procarioti. Ci sono, 
ciò non di meno, chiare differenze tra questi due mec- 
canismi di replicazione come conseguenza dell’enor- 
memente maggiore complessità degli eucarioti al con- 
fronto dei procarioti. Prenderemo in considerazione 
queste differenze in questo paragrafo. 


A. Il ciclo cellulare 


1506] Il ciclo cellulare, generalmente inteso come 
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Figura 31.25 Il ciclo cellulare degli eucarioti. Le cellule in Gj posso- 
no entrare nella fase quiescente (Go) anziché procedere nel ciclo. 
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la sequenza di eventi che si presentano durante la 
vita di una cellula eucariote, si divide in quattro fasi 
distinte (Fig. 31.25): 


1. La mitosi e la divisione cellulare avvengono du- 
rante la relativamente breve fase M (M sta per 
mitosi). 

2. Questa è seguita dalla fase G, (G sta per «gap», 
intervallo), che copre la parte più lunga del ciclo 
cellulare. 

3. G, dà il via alla fase S (S sta per sintesi) che, con- 
trariamente a quanto avviene nei procarioti, è il 
solo periodo del ciclo cellulare in cui venga sintetiz- 
zato il DNA. 

4. Durante la relativamente breve fase Ga, la cellu- 
la in quel momento tetraploide si prepara per la 
mitosi. Essa quindi entra di nuovo nella fase M 
e inizia un nuovo ciclo cellulare. 


Il ciclo cellulare di cellule in coltura dura tipicamente 
dalle 16 alle 24 ore. Per contro, la durata del ciclo 
cellulare dei diversi tipi di cellule di un organismo 
multicellulare può variare da 8 ore a >100 giorni. 
La maggior parte di queste variazioni è a carico della 
fase G,. Molte cellule completamente differenziate, 
inoltre, quali i neuroni o le cellule muscolari, non si 
dividono mai; essi assumono uno stadio quiescente no- 
to come fase Go. è 

La «decisione» irreversibile di una cellula di prolife- 
rare viene presa durante G;. Lo stato di quiescenza 
è mantenuto se, per esempio, c’è scarsità di nutrienti 
o se la cellula ‘è a contatto con altre cellule (inibizio- 
ne da contatto). Al contrario, la sintesi del DNA può 
essere indotta da diversi agenti quali cancerogeni o 
virus tumorigeni che danno il via alla proliferazione 
cellulare incontrollata (cancro; paragrafo 33.4C); dalla 
rimozione chirurgica di un tessuto, che esita in una 
rapida rigenerazione; o da proteine note come mito- 
geni che si legano a recettori sulla superficie cellula- 
re e, in qualche modo, inducono la divisione cellula- 
re. Le cellule in crescita contengono fattori citopla- 
smatici che stimolano la replicazione del DNA. Per 
esempio, estratti di uova di rana inducono la sintesi 
di DNA in cellule spleniche di rana. Il meccanismo 
di azione di questi fattori è però sconosciuto (nono- 
stante quanto verrà descritto più avanti). 


B. Le DNA polimerasi degli eucarioti 


Le cellule animali contengono almeno quattro 
diversi tipi di DNA polimerasi denominate, in ordine 
di scoperta, DNA polimerasi a, 8, y e è (Tabella 
31.5). Le loro funzioni sono state ampiamente chiarite 
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Tabella 31.5 Le proprietà delle DNA polimerasi animali 
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(04 
Localizzazione Nucleo 
Massa (kD) 120-220 
Inibitori: 

Afidicolina Sì 

Dideossi NTP Debole 

Arabinosil NTP Forte 
N-etilmaleimmide (NEM)* Forte 


Nucleo Mitocondrio Nucleo 
30-50 150-300 140-160 
No No Sì 

Forte Forte Debole 
Debole Debole Forte 
Debole Forte Forte 


* Una molecola che reagisce con la cisteina (Tabella 6.3). 


Fonte: principalmente Kornserc, A., DNA Replication, p. 204, Freeman, 1980. 


dalle loro differenti risposte agli inibitori (Tabella 31.5) 
poiché forme mutanti di questi enzimi non sono state 
disponibili fino a poco tempo fa. 

La DNA polimerasi a, che è presente solo nel nucleo 
della cellula, partecipa alla replicazione del DNA dei 
cromosomi. Questa attività è stata determinata trami- 
te l’uso del suo inibitore specifico afidicolina 


H 
__CHy0H 


ito se 

. H 
HOH,C H 

Afidicolina 


e dall’osservazione che l’attività della DNA polimera- 
si @ varia col variare del ritmo di proliferazione cellu- 
lare. 

Questa proteina a molteplici subunità (quattro i tipi 
di subunità nella Drosophila; cinque nel fegato di rat- 
to), come fanno tutte le DNA polimerasi, replica .il 
DNA estendendo un primer in direzione 5’ —> 3° 
sotto la direzione di uno stampo di DNA a singolo 
filamento. La DNA polimerasi a presenta, strettamente 
associata, una attività di primasi. Essa manca tuttavia 
di attività esonucleasica così che il DNA da essa repli- 
cato deve essere corretto in qualche altro modo. 

La DNA polimerasi è, un enzima nucleare con sen- 
sibilità agli inibitori simile a quella della DNA poli- 
merasi a (Tabella 31.5), differisce da quest’ultimo en- 
zima per il fatto che manca di un'attività primasica 
associata ma presenta un'attività esonucleasica di cor- 
rezione 3’ —— 5’. Un'altra differenza è che la DNA 
polimerasi è ha una processività apparentemente ili 
mitata (replica l’intera lunghezza di un filamento stam- 
po), mentre quella della DNA polimerasi a è solo mo- 


derata (— 100 nucleotidi). È stato quindi suggerito che 
la DNA polimerasi è sia deputata alla replicazione del 
filamento leader (che necessita di una alta processivi- 
tà ma solo occasionalmente di un primer), mentre la 
DNA polimerasi a sia deputata alla replicazione del 
filamento ritardato (che necessita frequentemente di 
primer ma a cui è sufficiente una processività di 
100-200 nucleotidi). 

La DNA polimerasi 8 è degna di nota per la sua 
piccola taglia. La funzione biologica di questo enzima 
nucleare è sconosciuta, anche se l’osservazione che il 
suo livello di attività non varia con il ritmo di crescita 
della cellula suggerisce che essa partecipi ai processi 
di riparazione del DNA. La DNA polimerasi y è pre- 
sente esclusivamente nei mitocondri dove presumi- 
bilmente replica il DNA mitocondriale. I cloroplasti 
contengono un enzima analogo. 

La DNA polimerasi è presenta una alta processività 
(a capacità di catalizzare polimerizzazioni successive 
senza rilasciare lo stampo di DNA) quando forma un 
complesso con una proteina di 36 kD chiamata anti- 
gene nucleare della cellula proliferante (PCNA; 
così denominata perché si trova solo nei nuclei delle 
cellule proliferanti e reagisce con il siero di una fra- 
zione degli individui affetti dalla malattia autoimmu- 
ne lupus eritematoso sistemico). Si ritiene quindi che 
il complesso DNA polimerasi è e PCNA rappresenti 
la replicasi del filamento leader negli eucarioti. 

È stata recentemente scoperta negli eucarioti una 
quinta DNA polimerasi, la DNA polimerasi e. An- 
che se in origine la DNA polimerasi e era stata chia- 
mata DNA polimerasi dz a causa della sua superfì- 
ciale somiglianza con la polimerasi è, i due enzimi 
differiscono per il fatto che la DNA polimerasi € è 
dotata di alta processività in assenza di PCNA. La DNA 
polimerasi e inoltre presenta una attività esonucleasi- 
ca 3’ — 5’ che degrada il DNA a filamento singolo 
solo ad oligonucleotidi di 6-7 residui invece che a mo- 
nonucleotidi come fa la DNA polimerasi è. La dimo- 
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strazione che la DNA polimerasi e è necessaria per 
la riparazione delle lesioni indotte da UV in cellule 
HeLa (una linea coltivata di cellule umane carcino- 
matose) rappresenta una convincente evidenza della 
partecipazione di questo enzima alla riparazione del 
DNA. Ciò non di meno la DNA polimerasi e potrebbe 
anche essere necessaria in vivo per la replicazione del 
DNA, dato che questo enzima è indispensabile per 
la vitalità del lievito. 


I cromosomi degli eucarioti 
consistono di numerosi repliconi 


La differenza più ovvia tra i sistemi di replica- 
zione del DNA degli eucarioti e dei procarioti è che i 
cromosomi degli eucarioti hanno origini di replicazio- 
ne multiple mentre i cromosomi dei procarioti hanno 


un’unica origine di replicazione. La DNA polimerasi - 


a sintetizza DNA alla velocità di — 50 nucleotidi/s (circa 
20 volte più lentamente delle DNA polimerasi proca- 
riotiche) secondo quanto è stato determinato da misu- 
razioni in autoradiografia della lunghezza di sezioni 
di cromosomi di eucarioti marcate per tempi brevi. 
Poiché un cromosoma di cellula eucariotica contiene 
generalmente 60 volte più DNA di un cromosoma di 
cellula procariotica, la sua replicazione bidirezionale 
a partire da una singola origine di replicazione richie- 
derebbe circa 1 mese. Fotografie al microscopio elet- 
tronico come quella della Fig. 31.26, però, mostrano 
che i cromosomi degli eucarioti contengono origini 
di replicazione multiple, che distano fra loro da 3 a 
300 kb (migliaia di coppie di basi) a seconda della spe- 
cie e del tessuto, così che la fase S di solito richiede 
solo poche ore. 

Osservazioni citologiche indicano che le diverse re- 
gioni cromosomiche non vengono replicate tutte si- 


Figura 31.26 Fotografia al microscopio elettronico che mostra i molte- 
plici occhi di replicazione (frecce) di un frammento di DNA di Droso- 
phila in replicazione. (Fonte: KreiGSTEIN, H. ]. e Hogness, D. S., Proc. 
Natl. Acad. Sci., 71, p. 136, 1974.) 
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Figura 31.27 Il sistema di replicazione del DNA ad ansa a D. 
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multaneamente, ma che vengono piuttosto attivati 
gruppi di 20-80 repliconi (unità di replicazione; seg- 
menti di DNA dotati ognuno di una origine di repli- 
cazione) adiacenti alla volta. Nuovi repliconi sono atti- 
vati durante tutta la fase S fino a che non è stato re- 
plicato l’intero cromosoma. 

Durante questo processo i repliconi che sono già stati 
replicati vengono, in qualche modo, distinti da quelli 
che non lo sono stati. Studi della sintesi del DNA in 
virus delle cellule eucariotiche suggeriscono che la re- 
plicazione dei repliconi possa essere avviata dalla tra- 
scrizione del primer sotto il controllo degli enhancer 
associati all'origine della replicazione (gli enhancer so- 
no sequenze di DNA che regolano l’inizio della tra- 
scrizione legando delle proteine stimolanti la RNA po- 
limerasi chiamate fattori di trascrizione; paragrafo 
29.2F). Fattori di trascrizione tessuto-specifici e ciclo 
cellulare specifici potrebbero quindi attivare partico- 
lari repliconi. 


Il DNA mitocondriale viene replicato in anse a D 


[1509] Il DNA mitocondriale viene replicato mediante 
un processo in cui la sintesi del filamento leader pre- 
cede la sintesi del filamento ritardato (Fig. 31.27). Il 
filamento leader quindi sposta lo stampo del filamen- 
to ritardato formando una ansa a D. Il cromosoma 
circolare di 15 kb dei mitocondri dei mammiferi nor- 
malmente contiene un’unica ansa a D di 500-600 nu- 
cleotidi che subisce frequenti cicli di degradazione e 
risintesi. Durante la replicazione l’ansa a D viene este- 
sa. Quando ha raggiunto un punto a circa 2/3 del cro- 
mosoma, viene esposta l’origine del filamento ritar- 
dato e la sua sintesi procede in direzione opposta lun- 
go il cromosoma. La sintesi del filamento ritardato 
è quindi completa solo per circa 1/3 quando finisce 
la sintesi del filamento leader. 


La replicazione del DNA di SV-40 


[1510] Il Simian Virus 40 (SV40) è un virus piccolo, re- 
lativamente semplice (Figura 32.1g) che contiene un 
DNA duplex circolare di 5 243 bp (Fig. 33.43). Si repli- 
ca in cellule di primati e costituisce quindi un model- 
lo per la replicazione del DNA negli eucarioti. La re- 
plicazione del DNA di SV40 è preceduta dal legame 
di molteplici copie dell’antigene tumorale grande 
(antigene T, SV40 è un virus tumorigeno), di 708 
residui, codificato dal virus all’origine di replicazione 
di 64 bp di SV40 (SV40 ori). L’antigene T, l’unica 
proteina indispensabile alla replicazione del DNA di 
SV40 non fornita dalla cellula ospite, presenta una at- 


© 88-08-10538-5 


tività di elicasi sostenuta da ATP che determina lo 
svolgimento locale dei due filamenti di SV40 ori in 
modo da permettere il legame della SSB eucariotica 
(nota anche come fattore di replicazione A (RF-A)) 
e di una topoisomerasi che così continua a svolgere 
il duplex di SV40 generando quindi la forcella di re- 
plicazione. L’SSB eucariotica è un eterotrimero che può 
sostituire l’SSB di E. coli anche se non è possibile l’in- 
verso, il che suggerisce che 1’SSB eucariotica abbia la 
funzione di prevenire la rinaturazione del DNA a sin- 
golo filamento. 

A questo punto, la replicazione del DNA viene ini- 
ziata in modo bidirezionale dal complesso DNA poli- 
merasi a-primasi che sintetizza un corto frammento 
di DNA il cui primer è un RNA (frammento di Oka- 
zaki) su ciascun filamento singolo (ricordate che la 
polimerasi a presenta, strettamente associata, una at- 
tività di primasi e ha processività limitata). PCNA in 
complesso con una proteina a molteplici subunità chia- 
mata RF-C (in alternativa, A1) si lega quindi all’estre- 
mità 3’ del filamento nascente di DNA, il che impe- 
disce l’estensione del filamento da parte della polime- 
rasi a. La DNA polimerasi è, però, sostituisce la DNA 
polimerasi a, legandosi quindi in modo specifico al 
complesso PCNA-RF-C con un processo chiamato staf 
fetta delle polimerasi, ed inizia la sintesi del filamento 
leader estendendo il frammento di Okazaki in modo 
processivo (ricordate che la DNA polimerasi è non ha 
una primasi ad essa associata ma in complesso con 
PCNA ha una processività illimitata; RF-C è una pro- 
teina accessoria che attiva la DNA polimerasi ò). La 
DNA polimerasi a che è appena stata liberata si lega 
all’estremità 5’ del filamento leader nascente dove ini 
zia la sintesi discontinua del filamento ritardato. I pri- 
mer di RNA vengono alla fine escissi da una RNasi 
H, gli spazi vuoti riempiti da una polimerasi, le inter- 
ruzioni sigillate da una DNA ligasi, e le due molecole 
figlie di DNA duplex circolare che ne risultano ven- 
gono decatenate (districate e separate) grazie all’a- 
zione di una topoisomerasi II (paragrafo 28.5C). Il solo 
componente(i) che deve quindi ancora essere identifi- 
cato per definire gli elementi di un apparato minimo 
per la replicazione del DNA negli eucarioti è l’equiva- 
lente dell’antigene T, e cioè una proteina che si leghi 
all’origine, per il riconoscimento dei siti di inizio, e 
una elicasi, per il movimento della forcella di replica- 
zione. 


Telomeri e telomerasi 


Le estremità dei cromosomi lineari non possono 
essere replicate con nessuno dei sistemi che abbiamo 
considerato. Questo è dovuto al fatto che il primer di 
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RNA all’estremità 5’ di un filamento ritardato com- 
pletato non può essere sostituito con DNA dato che 
il primer necessario per far ciò non può esistere. Co- 
me si replicano allora le sequenze di DNA alle estre- 
mità dei cromosomi eucariotici, i telomeri? 

Il DNA telomerico ha una sequenza insolita: essa 
consiste di mille o più ripetizioni in tandem di una 
sequenza semplice, specie-dipendente, ricca di G che 
conclude il filamento che termina col 3’ dell’estremi- 
tà di un cromosoma. Il protozoo ciliato Tetrahymena, 
per esempio, ha come sequenza ripetuta telomerica 
TTGGGG mentre nell’uomo essa è TTAGGG. Questo 
filamento inoltre termina con un certo numero, da 
12 a 16, di bp sporgenti. 

Il DNA telomerico viene sintetizzato con un mec- 
canismo unico. L’enzima che sintetizza il filamento 
ricco di G del DNA telomerico è chiamato telomera- 
si. La telomerasi di Tetrahymena, per esempio, ag- 
giunge tratti ripetuti in tandem della sequenza telo- 
merica TTGGGG all’estremità 3’ di qualunque oligo- 
nucleotide telomerico ricco di G indipendentemente 
da qualunque stampo sia aggiunto dall’esterno. Un 
indizio di come questo avvenga è venuto dalla sco- 
perta che le telomerasi sono ribonucleoproteine i cui 
componenti di RNA contengono un segmento che è 
complementare alla sequenza telomerica ripetuta. 
Questa sequenza funziona apparentemente da stam- 
po in una sorta di reazione di trascrittasi inversa che 
sintetizza la sequenza telomerica, si sposta sulla nuo- 
va estremità 3’ del DNA e ripete il processo. Questa 
ipotesi è confermata dall’osservazione che l’alterazio- 
ne mediante mutazione del gene dell’RNA della telo- 
merasi complementare al DNA del telomero ha co- 
me risultato un DNA telomerico con la sequenza al- 
terata in modo corrispondente. Il filamento di DNA 
complementare al filamento ricco di G del telomero 
viene sintetizzato apparentemente dal normale mac- 
chinario cellulare per la sintesi del filamento ritarda- 
to, rendendo quindi conto della sporgenza al 3’ del 
filamento ricco di G. 

Senza l’azione della telomerasi, ad ogni ciclo di re- 
plicazione del DNA e di divisione cellulare, un cro- 
mosoma verrebbe accorciato a ciascuna estremità di 
una lunghezza corrispondente a quella di un primer 
di RNA. Dei geni essenziali collocati vicino alle estre- 
mità dei cromosomi verrebbero inevitabilmente de- 
leti da questo processo uccidendo quindi i discenden- 
ti delle cellule originariamente affette. Colture altri 
menti immortali di Tetrahymena, infatti, con telome- 
rasi bloccate da mutazioni mostrano caratteristiche 
che ricordano cellule di mammifero senescenti pri- 
ma della morte. Questa osservazione suggerisce una 
possibile base per l’invecchiamento negli organismi 
multicellulari. Cellule umane in coltura, per esempio, 


sono vitali solo per un numero limitato di generazio- 
ni (20-60) che diminuisce con l’età dell’individuo da 
cui vengono prese le cellule. Le osservazioni che il 
telomero si accorcia con l’età della linea cellulare e 
che i telomeri degli spermatozoi umani sono più lun- 
ghi dei telomeri somatici suggeriscono che la telome- 
rasi possa essere attiva solo nelle cellule germinali. 
Rimane da vedersi se ciò sia vero e se telomeri accor- 
ciati siano i responsabili dei segni dell’invecchiamen- 
to. Una possibilità affascinante, però, è che la sene- 
scenza cellulare sia un meccanismo che protegge dal 
cancro gli organismi multicellulari. 

Le caratteristiche peculiari delle cellule cancerose so- 
no l'immortalità e la crescita incontrollata (paragrafo 
33.4C). Se le cellule di mammifero fossero di norma 
immortali, l’incidenza del cancro sarebbe probabil- 
mente di gran lunga maggiore dato che l’immor- 
talizzazione (che qui si presume coincida con l’at- 
tivazione della telomerasi) rappresenta una delle tap- 
pe principali che conducono alla trasformazione ma- 
ligna. 

Piccoli animali a vita breve, infatti, hanno una inci- 
denza di cancro maggiore, su una base di incidenza 
per cellula, rispetto ad animali più grandi e a vita 
più lunga, molto probabilmente perché il metaboli- 
smo del DNA è sottoposto a controllo più stretto ne- 
gli animali a lunga vita che in quelli a vita breve. 


C. La trascrittasi inversa 


1512]I retrovirus, che sono virus di cellule eucario- 
tiche a RNA quali certi virus che determinano tumo- 
ri e il virus dell’immunodeficienza umana (HIV, 
l’agente causale dell'AIDS), contengono una DNA po- 
limerasi diretta da RNA (trascrittasi inversa). 
Questo enzima, che è stato scoperto, indipendente- 
mente, nel 1970 da Howard Temin e David Baltimo- 
re, agisce in modo molto simile a Pol I nel senso che 
sintetizza DNA in direzione 5° —— 3’ a partire da 
stampi forniti di primer. Nel caso della trascrittasi 
inversa, però, lo stampo è RNA. 


La scoperta della trascrittasi inversa ha destato un certo 
rumore nella comunità biochimica poiché è stata per- 
cepita da alcuni come un’eresia verso il dogma centrale 
della biologia molecolare (paragrafo 29.1). Non ci sono 
tuttavia impedimenti termodinamici alla reazione ca- 
talizzata dalla trascrittasi inversa; in certe condizioni, 
infatti, Pol I può analogamente copiare stampi di RNA. 


Le trascrittasi inverse derivate dal virus della mie- 
loblastosi aviaria e dal virus del sarcoma di Rous 
sono dimeri 8 dal peso molecolare di 65 e 95 KD. 
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La trascrittasi inversa ha altre due attività enzimati- 
che in aggiunta: 


1. È una esoribonucleasi che degrada specificamente 
PRNA di un ibrido RNA-DNA (attività di 
RNasi H; dove H sta per Hybrid, ibrido). 

2. È una DNA polimerasi diretta da DNA. 


Durante l’infezione da retrovirus la trascrittasi inver- 
sa trascrive l’RNA virale in un filamento di DNA com- 
plementare che forma un ibrido RNA-DNA. L'enzima 
quindi degrada l’RNA e replica il DNA a filamento 
singolo che ne risulta per formare il DNA a doppia 
elica che dirige il resto del processo di infezione virale. 
La trascrittasi inversa è stata uno strumento parti- 
colarmente utile in ingegneria genetica a causa della 
sua capacità di trascrivere degli mRNA nei loro DNA 
complementari (cDNA). 
Nella trascrizione di mRNA di eucarioti, che hanno 
code di poli(A) (paragrafo 29.4A), il primer può essere 
oligo(AT). I cDNA sono stati usati, per esempio, come 
sonde nell’analisi di Southern blotting (paragrafo 28.40) 
per identificare i geni che codificano i corrispondenti 
MRNA. La sequenza di basi di un RNA può essere 
facilmente determinata mediante la sequenza del suo 
cDNA (paragrafo 28.6D). 


5. LA RIPARAZIONE DEL DNA 


Il DNA non è per niente quella sostanza inerte 
che potrebbe sembrare da una considerazione super- 
ficiale della stabilità del genoma. L'ambiente reattivo 
della cellula, piuttosto, la presenza di numerose s0- 
stanze tossiche, e l’esposizione a radiazioni UV o a 
radiazioni ionizzanti lo rendono passibile di numero- 
si insulti chimici che eliminano o modificano basi ed 
alterano i gruppi zucchero-fosfato. Alcune di queste 
reazioni, infatti, si verificano con frequenze sorpren- 
dentemente alte. Alle normali condizioni fisiologiche, 
per esempio, i legami glicosidici di circa 10000 nu- 
cleotidi purinici idrolizzano spontaneamente ogni gior- 
no nel genoma di ciascuna cellula umana. 

Ogni danno al DNA deve essere riparato se si vuole 
che il messaggio genetico mantenga la sua integrità. 
Una tale riparazione è possibile grazie alla intrinseca 
ridondanza di informazione del DNA duplex. L’impor- 
tanza biologica della riparazione del DNA è indica- 
ta dalla grande varietà di tali meccanismi presenti an- 
che in organismi relativamente semplici quali E. coli. 
Infatti i principali processi di riparazione del DNA in 
E. coli e nelle cellule di mammifero sono chimicamente 
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molto simili. Questi processi sono descritti in questo 
paragrafo. 


A. L'eliminazione diretta del danno 


I dimeri di pirimidine 
vengono scissi dalla fotoliasi 


La radiazione UV (200-300 nm) promuove la for- 
mazione di un anello ciclobutilico tra residui di timi- 
na adiacenti sullo stesso filamento di DNA che deter- 
mina la formazione di un dimero di timina intraca- 
tena (Fig. 31.28). Dimeri simili di citosina e di timina- 
citosina si formano allo stesso modo ma con minore 
frequenza. Questi dimeri di pirimidina provocano 
una distorsione locale della struttura a basi accoppiate 
del DNA che così non può costituire uno stampo ap- 
propriato né per la trascrizione né per la replicazione. 

I dimeri di pirimidina possono essere riportati alla 
loro forma monomerica mediante l’azione di un enzi- 
ma che assorbe la luce ed è presente in tutte le forme 
di vita, chiamato enzima di fotoriattivazione 0 fo- 
toliasi. L'enzima presente in E. coli (di 54 kD) si lega 
ai dimeri di pirimidina con un processo che può av- 
venire al buio e che, in seguito all’assorbimento della 
luce di lunghezza d’onda tra 300 e 500 nm da parte 
di due cofattori legati non covalentemente, una pteri- 
na e un FADH,, scinde i dimeri. 
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- Figura 31.28 Il dimero di ciclobutiltimina che si forma in seguito ad 


irradiazione UV di due residui di timina adiacenti di un filamento di 
DNA. | legami che uniscono gli anelli di timina (in rosso) sono molto 
più corti dei normali 3,4 À che distanziano gli anelli incolonnati nel 
DNA-B, e determinano quindi una distorsione locale del DNA. 
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La alchiltransferasi dealchila le basi alchilate 


L’esposizione del DNA ad agenti alchilanti qua- 
li la N-metil-N ‘-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) 


lodi 
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N-metil-N’-nitro-N- 
nitrosoguanidina (MNNG) 


Residuo di 0°-metilguanina 


dà origine, tra altri prodotti, a residui di O°-alchil- 
guanina. La formazione di questi derivati è altamen- 
te mutagena dato che essi determinano frequentemen- 
te l’incorporazione di una timidina anziché di una 
citosina durante la replicazione. , 

Le lesioni da 0°-metilguanina e Of-etilguanina sono 

riparate sia in E. coli che in cellule di mammifero dal- 
la 0°-metilguanina-DNA metiltransferasi, che tra- 
sferisce direttamente il gruppo alchilico incriminato 
a uno dei propri residui Cys. 
La reazione inattiva questa proteina, che quindi non 
può essere strettamente classificata come un enzima. 
La reazione della alchiltransferasi ha suscitato consi- 
derevole attenzione poiché la cancerogenesi indotta 
da agenti metilanti ed etilanti è correlata con un defi- 
citario meccanismo di riparazione delle lesioni da 
O*alchilguanina. 


B. La riparazione per escissione 


{1516]1 dimeri di pirimidina possono anche essere ri- 
parati con un processo noto come riparazione per 
escissione. In questo sistema di riparazione un oligo- 
nucleotide che contiene la lesione è escisso dal DNA 
e l’interruzione a singola elica che ne risulta viene riem- 
pita. In E. coli i dimeri di pirimidina sono riconosciuti 
da un enzima a subunità multiple, i prodotti dei geni 
uvrA, uvrB, e uvrC. Questa endonucleasi uvrABC 
taglia con una reazione dipendente da ATP il filamento 
di DNA contenente il dimero in corrispondenza del- 
l'ottavo e del quarto legame fosfodiestere rispettiva- 
mente al 5’ e 3’ del dimero (Fig. 31.29). L’oligonu- 
cleotide escisso è rimpiazzato mediante l’azione di una 
DNA polimerasi, probabilmente Pol I, seguita da quella 
di una DNA ligasi. 

L’endonucleasi uvrABC elimina altri tipi di lesione 
del DNA oltre ai dimeri di pirimidina. Queste altera- 
zioni sono caratterizzate dallo spostamento di basi dalla 
loro posizione normale, come accade con i dimeri di 


Figura 31.29 Il meccanismo di riparazione per escissione di fotodimeri 
di pirimidina. (Fonte: HaseLtINE, W. A., Cell, 33, p. 15, 1983.) 


pirimidina, o dall’aggiunta a una base di un sostituen- 
te voluminoso. Evidentemente l’endonucleasi uvrABC 
è attivata dalla distorsione dell’elica piuttosto che dal 


x riconoscimento di un gruppo particolare. 


Lo xeroderma pigmentoso è determinato 
da un difetto genetico del meccanismo 
di riparazione per escissione 


Nell’uomo, la rara malattia ereditaria xeroder- 
ma pigmentoso (dal greco xeros, asciutto + derma, 
pelle) è il risultato dell’incapacità delle cellule della 
pelle di riparare le lesioni al DNA indotte dalle radia- 
zioni UV. Gli individui che soffrono di questa malat- 
tia genetica autosomica recessiva sono estremamente 
sensibili alla luce del Sole. Durante l'infanzia essi svi- 
luppano notevoli modificazioni della pelle quali sec- 
chezza, pigmentazione irregolare e cheratosi (un tipo 
di tumore cutaneo), oltre a danni oculari come opa- 
cizzazione e ulcerazione della cornea; alla fine, svi- 
luppano tumori cutanei fatali. 

Fibroblasti coltivati derivati dalla cute di individui 
affetti da xeroderma pigmentoso presentano un defi- 
cit del meccanismo di riparazione per escissione dei 
dimeri di pirimidina. Esperimenti di fusione cellulare 
con cellule coltivate derivate da vari pazienti hanno 
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dimostrato che questa malattia è il risultato di un 
difetto in uno qualunque di nove gruppi di comple- 
mentazione. L'uomo deve avere quindi per lo meno 
nove prodotti genici coinvolti nel meccanismo di ri- 
parazione del danno da UV, che è chiaramente fon- 
damentale. 


La glicosilasi rimuove le basi alterate 


Le basi di DNA vengono modificate da reazioni 
che avvengono tanto in condizioni fisiologiche normali 
quanto in seguito all’azione di agenti ambientali. 1 re- 
sidui di adenina e di citosina, per esempio, deammi- 
nano spontaneamente a una frequenza determinata, 
dando origine a residui di ipoxantina e di uracile ri- 
spettivamente. La S-adenosilmetionina, un comune 
agente metabolico metilante, occasionalmente metila 
non enzimaticamente una base per formare derivati 
come i residui di 3-metiladenina e di 7-metilguanina. 
Le radiazioni ionizzanti possono promuovere reazio- 
ni di apertura degli anelli nelle basi. Questi cambia- 
menti modificano o eliminano le capacità di appaia- 
mento delle basi. 

Il DNA contenente delle basi danneggiate può esse- 
re riportato al suo stato nativo mediante una forma 
di riparazione per escissione. Le cellule contengono 
una varietà di DNA glicosilasi che tagliano ciascuna 


DNA glicosilasi 


Figura 31.30 Le DNA glicosilasi idrolizzano i legami glicosidici delle 
loro corrispondenti basi alterate (in rosso) dando origine ad un sito AP. 
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il legame glicosidico di un corrispondente tipo speci- 
fico di nucleotide alterato (Fig. 31.30) lasciando quindi 
un residuo di deossiribosio nello scheletro del filamen- 
to. Questi siti apurinici o apirimidinici (AP) vengo- 
no anche generati in condizioni fisiologiche normali 
dall’idrolisi spontanea di un legame glicosidico. Il re- 
siduo di deossiribosio viene quindi tagliato su di un 
lato da una AP endonucleasi, il deossiribosio e pa- 
recchi residui adiacenti sono rimossi dall’azione di una 
DNA polimerasi o di qualche altra esonucleasi cellula- 
re, e l'interruzione viene riempita e quindi saldata 
dalla DNA polimerasi e dalla DNA ligasi. 


La presenza di uracile nel DNA 
sarebbe altamente mutagena 


Per qualche tempo dopo la scoperta delle fun- 
zioni di base degli acidi nucleici non fu chiara la ra- 
gione per cui la natura faccia un considerevole sforzo 
metabolico per usare timina nel DNA e uracile nel- 
YRNA quando queste sostanze hanno identiche pro- 
prietà di appaiamento di basi. L'enigma è stato risolto 
dalla scoperta della tendenza della citosina a conver- 
tirsi in uracile per deamminazione, sia spontaneamente 
che in seguito a reazione con nitriti (paragrafo 30.1A). 
Se U fosse una normale base del DNA, la deammina- 
zione di C sarebbe altamente mutagena perché non 
ci sarebbe alcuna indicazione del fatto che la risultan- 
te base male appaiata G-U fosse stata inizialmente 
G-C 0 A-U. Poiché T è una normale base del DNA, 
però, ogni U nel DNA è quasi certamente una C deam- 
minata. Le U presenti nel DNA sono efficientemente 
escisse dalla DNA glicosilasi uracile-N-glicosilasi e 
quindi sostituite da una C mediante il meccanismo 
di riparazione per escissione. 

La uracile-N-glicosilasi ha anche una importante fun- 
zione nella replicazione del DNA. dUTP, un interme- 
dio nella sintesi di ATTP, è presente in tutte le cellule 
in piccole quantità (paragrafo 26.4B). La DNA polime- 
rasi non discrimina bene tra AUTP e dTTP (ricordate 
che le DNA polimerasi selezionano una base per l’in- 
corporazione nel DNA a seconda della sua capacità 
di appaiarsi con lo stampo) così che, nonostante il bas- 
so livello di AUTP mantenuto dalla cellula (paragrafo 
26.4B), il DNA di nuova sintesi contiene occasional- 
mente delle U. Queste U sono rapidamente rimpiaz- 
zate con T mediante riparazione per escissione. Poi- 
ché, tuttavia, l’escissione avviene più rapidamente della 
riparazione, tutto il DNA di nuova sintesi è frammen- 
tato. Quando furono scoperti per la prima volta i fram- 
menti di Okazaki (paragrafo 31.1C), si pensò che tut- 
to il DNA fosse sintetizzato in modo discontinuo. Que- 
sta ambiguità è stata risolta con la scoperta di E. coli 
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deficitari in uracile-N-glicosilasi. In questi cosiddetti 
mutanti ung7 solo circa la metà del DNA di nuova 
sintesi è frammentato, suggerendo fortemente che il 
filamento leader del DNA sia sintetizzato in modo con- 
tinuo. 


C. La riparazione per ricombinazione 


Il DNA danneggiato può essere replicato prima 
dell’eliminazione della lesione da parte dei sistemi 
di riparazione precedentemente descritti. La replica- 
zione del DNA contenente dei dimeri di pirimidina 
viene interrotta da questa distorsione dello stampo 
e viene ripresa solo a valle del sito contenente il di- 
mero. Il filamento figlio che ne risulta presenta una 
interruzione esattamente di fronte al dimero di piri- 
midina (Fig. 31.31). Questa lesione genetica non può 
essere eliminata tramite riparazione per escissione, 
che richiede un filamento complementare intatto. Un 
tale filamento intatto, però, è preserite nella doppia 
elica sorella che si era formata alla stessa forcella 


Nenieatione | 


di replicazione. La lesione può essere quindi corretta 
mediante un processo che è noto alternativamente 
come riparazione per ricombinazione o ripara- 
zione postreplicazionale (Fig. 31.31). Questo siste- 
ma scambia i segmenti corrispondenti di eliche di DNA 
sorelle ponendo il segmento di DNA interrotto in op- 
posizione al filamento non danneggiato, dove l’inter- 
ruzione può essere riempita e saldata. Il dimero di 
pirimidina, che è analogamente associato al suo fila- 
mento complementare intatto, può essere eliminato 
mediante riparazione per escissione o fotoriattivazio- 
ne. La riparazione per ricombinazione è stata diret- 
tamente dimostrata dall’osservazione che segmenti 
di DNA parentale radiomarcato vengono trasferiti nel- 
le eliche figlie. 

La riparazione per ricombinazione assomiglia alla 
ricombinazione genetica. Infatti entrambi i processi in 
E. coli sono mediati dalla proteina RecA, una nu- 
cleasi di 38kD che promuove lo scambio di filamenti 
fratelli tra segmenti omologhi di DNA. Degli E. coli 
mutanti nel gene recA sono quindi deficitari sia nella 
riparazione per ricombinazione (che li rende estre- 


DNA contenente un dimero di pirimidina 


—— Filamento originario danneggiato 
—— Filamento figlio interrotto 


RIRORRECER Re e 


Riparazione per | 


ricombinazione 


Riempimento e 
saldatura 


Figura 31.31 Nella riparazione 
per ricombinazione, l’interruzio- 
Ne in un filamento di DNA di 
Nuova sintesi opposta al sito dan- 
neggiato è riempita dal segmen- 
to corrispondente derivato dalla 
sua doppia elica sorella. 


-— Filamento originario danneggiato 
— Filamento figlio riparato 


1 Filamento figlio normale 
—— Filamento originario interrotto 


DNA contenente un dimero di pirimidina 


DNA duplex normale 
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mamente sensibile alla radiazione UV) che nella ri- 
combinazione genetica. Prenderemo in considerazio- 
ne il meccanismo della ricombinazione nel paragra- 
fo 31.6A. 


D. La risposta SOS 


Gli agenti che danneggiano il DNA, come le 
radiazioni UV, gli agenti alchilanti e gli agenti che 
inducono legami crociati, attivano in E. coli un com- 
plesso sistema di modificazioni cellulari conosciuto 
come la risposta SOS. E. coli sottoposti a questi trat- 
tamenti cessano di dividersi e aumentano la loro ca- 
pacità di riparare il DNA. 


La proteina LexA reprime la risposta SOS 


Indizi a proposito della natura della risposta SOS 
sono venuti dall’osservazione che dei mutanti di 
E. coli per i geni recA o lerA presentano la risposta 
SOS permanentemente attivata. Inoltre, quando E. coli 
di ceppo nativo sono esposti ad agenti che danneg- 
giano il DNA o inibiscono la replicazione del DNA, 
la loro RecA media specificamente il taglio proteoli- 
tico della proteina LexA (22 kD) in corrispondenza 
di un legame Ala-Gly. RecA viene così attivata, per 
lo meno in vitro, quando si lega a DNA a singola 
elica (era stato inizialmente assunto che RecA pro- 
teolizzasse direttamente Lex A, ma esperimenti suc- 
cessivi di John Little hanno dimostrato che la protei- 
na RecA attivata stimola LexA a tagliare se stessa). 
Ulteriori analisi genetiche hanno indicato che Lex A 
agisce come repressore di un certo numero di opero- 
ni compresi quelli di recA e lerA. Cynthia Kenyon 
ha identificato altri operoni controllati da LexA inse- 
rendo il gene lacZ (che codifica la B-galattosidasi; pa- 
ragrafo 29.1A) in posizioni scelte a caso del cromoso- 
ma di E. coli ed esaminando i cloni che mostravano 
una aumentata attività della 8-galattosidasi in pre- 
senza di agenti che danneggiano il DNA. 11 geni, 
compresi i geni uvrA e uvrB del meccanismo di ripa- 
razione per escissione, non funzionano in questi clo- 
ni (i geni sono inattivati dall’inserzione di lacZ). Ana- 
lisi della sequenza del DNA dei geni soggetti a re- 
pressione da parte di LexA mostrano che essi sono 
tutti preceduti da una sequenza omologa di 20 nu- 
cleotidi, la cosiddetta SOS box, che ha la simmetria 
palindromica caratteristica degli operatori (paragra- 
fo 29.3). È stato dimostrato infatti che LexA si lega 
direttamente alle SOS box di recA e di lerA. 

La suddetta informazione suggerisce un modello 
per la regolazione della risposta SOS (Fig. 31.32). Du- 


rante la crescita normale, LexA reprime notevolmen- 
te l’espressione dei geni SOS. Quando però il danno 
al DNA è stato sufficiente a produrre interruzioni 
postreplicazione, questo DNA a singolo filamento si 
lega a RecA stimolando la autodigestione di LexA. 
I geni sensibili alla repressione da parte di LexA so- 
no, di conseguenza, derepressi mentre viene indotta 
la sintesi delle proteine SOS, Lex A compresa (anche 
se questo repressore continua ad essere digerito sot- 
to l'influenza di RecA). Quando sono state eliminate 
le lesioni del DNA, RecA cessa di stimolare la auto- 
proteolisi di LexA. LexA di nuova sintesi può quindi 
funzionare come repressore, il che permette alla cel- 
lula di ritornare alla normalità. 


La riparazione mediante il sistema SOS 
è prona all’errore 


La riparazione mediante il sistema SOS è un 
processo che tende all’errore ed è quindi mutageno. 
Il danno al DNA, però, che normalmente attiva la 
risposta SOS non è mutageno negli E. coli recA© che 
sopravvivono. Questo è dovuto al fatto che il sistema 
di riparazione da meccanismo SOS integro sostituirà 
le basi in corrispondenza della alterazione del DNA 
anche quando non ci sono informazioni su quali fos- 
sero le basi originariamente presenti (tramite un pro- 
cesso scarsamente caratterizzato che coinvolge i pro- 
dotti dei geni SOS umuC e umuD oltre a RecA). Il 
meccanismo di riparazione mediante il sistema SOS 
è quindi un testimone del fatto che la sopravvivenza 
anche con la possibilità di perdita di una data fun- 
zione (ma anche di guadagno di nuove funzioni) è 
più vantaggiosa, in senso darwiniano, della morte. 


E. L'identificazione di cancerogeni 


[isz4] Si sa che molte forme di cancro sono causate 
dall’esposizione a determinati agenti chimici che so- 
no quindi noti come cancerogeni. Si stima che circa 
180% delle neoplasie umane abbia questa origine. Ci 
sono notevoli evidenze che l’evento primario nella 
cancerogenesi sia spesso un danno al DNA (la cance- 
rogenesi è discussa nel paragrafo 33.4C). È di conse- 
guenza anche probabile che i cancerogeni inducano 
nei batteri la risposta SOS e quindi agiscano comé 
agenti mutageni indiretti. C'è un’alta correlazione in- 
fatti tra cancerogenesi e mutagenesi (ricordate, per 
esempio, la progressione dello reroderma pigmento- 
so; paragrafo 31.5B). 

Attualmente ci sono circa 60 000 composti chimici 
prodotti dall’uomo di importanza commerciale e cir- 
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Figura 31.32 In una cellula in cui il DNA non sia danneggiato (in 
alto) LexA reprime ampiamente la sintesi di LexA, RecA, RecBCD, 
UvrABC e di altre proteine coinvolte nella risposta SOS. Quando c'è 
stato un esteso danno al DNA (in basso) RecA viene attivata dal lega- 
me col DNA a singola elica che ne deriva e stimola l’autodigestione 
di LexA. La conseguente sintesi delle proteine SOS ha come risultato 
la riparazione del danno al DNA. 


ca 1000 nuovi composti vengono introdotti ogni an- 
no. I classici test di cancerogenicità su animali, cioè 
l’esposizione di ratti o topi ad alti livelli della sostan- 
za sospettata di cancerogenicità e l’analisi dell’insor- 
genza di tumore, sono dispendiosi e hanno bisogno 
di circa 3 anni per essere completati. Di conseguenza 
sono relativamente poche le sostanze che sono state 
analizzate in questo modo. 


Replicazione, riparazione e ricombinazione del DNA 
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Agli altri geni 
controllati da LexA 


LexA si lega agli operatori, 
reprimendo la sintesi delle 
proteine coinvolte nella 
risposta SOS 


LexA tagliata 


RecA attivata 


I test di Ames nell’analisi 
della probabile cancerogenicità 


Bruce Ames ha escogitato un test di canceroge- 
nicità su batteri rapido ed efficace che si basa sull’al- 
ta correlazione tra cancerogenesi e mutagenesi. Egli 
ha costruito ceppi campione di Salmonella typhimu- 
rium che sono his? (non possono cioè sintetizzare 
istidina e non sono quindi in grado di crescere in 
sua assenza), hanno un rivestimento cellulare che è 
privo dello strato di lipopolisaccaridi che rende la 
normale Salmonella impermeabile a molte sostanze 
(paragrafo 10.3B) ed hanno inattivato il sistema di 
riparazione per escissione. In questi ceppi la muta- 
genesi è indicata dal loro ritorno al fenotipo his*. 

Nel test di Ames circa 10° batteri del ceppo cam- 
pione sono seminati su di una piastra di coltura pri- 
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Figura 31.33 Il test di Ames per la mutagenesi. Un disco di carta 
da filtro contenente un mutageno, in questo caso l'agente alchilante 
etil metanosulfonato, viene posto su di una piastra di coltura conte- 
nente il ceppo campione his7 di Salmonella typhimurium in un mez- 
zo privo di istidina. Un denso alone di colonie batteriche revertanti 
compare intorno al disco da cui è diffuso il mutageno. Le colonie 
più grandi distribuite in tutta la piastra di coltura sono revertanti spon- 
tanei. | batteri vicini al disco sono stati uccisi dalla tossicità dell'alta 
concentrazione del mutageno. (Fonte: DevoReT, R., Sci. Am., 241, 
2, p. 46, 1979. Copyright © 1979 Scientific American, Inc.) 


va di istidina. Di solito si usa una miscela di parecchi 
ceppi his in modo da poter identificare sia muta- 
zioni puntiformi che alterazioni della cornice di let- 
tura. L'introduzione di un agente mutageno nel mez- 
zo di coltura determina il ritorno di alcuni di questi 
batteri his al fenotipo his*, che viene identificato 
proprio tramite la loro crescita in colonie visibili do- 
po 2 giorni a 37 °C (Fig. 31.33). La mutagenicità di 
una sostanza è valutata come il numero di colonie 
che crescono, meno il numero di colonie che ritorna- 
no spontaneamente al fenotipo nativo in assenza del 
mutageno. 

Molti agenti non cancerogeni sono convertiti a can- 
cerogeni nel fegato o in altri tessuti per mezzo di 
numerose reazioni di detossificazione (paragrafo 
25.2D). Una piccola quantità di omogenato di fegato 
di ratto viene quindi inclusa nel mezzo di coltura 
del test di Ames nel tentativo di riprodurre gli effet- 
ti del metabolismo dei mammiferi. 


Possono essere cancerogene 
sia sostanze artificiali che naturali 


C'è una corrispondenza di circa l’80% tra la can- 
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cerogenicità di un composto determinata mediante 
test su animali e quella determinata mediante il test 
di Ames. Le curve dose-risposta, che sono generate 
analizzando un dato composto a concentrazioni di- 
verse, sono quasi sempre lineari, il che significa che 
non c’è una concentrazione soglia per la mutagenesi. 
Parecchi composti a cui gli esseri umani sono stati 
lungamente esposti e che sono stati trovati mutageni 
col test di Ames si sono rivelati anche cancerogeni 
nei test su animali. Essi comprendono il tris(2,3-di- 
bromopropil)fosfato, che è stato usato come un igni- 
fugo sui pigiamini dei bambini negli anni °70 e che 
può essere assorbito dalla pelle; e la furilfuramide, 
che è stata usata in Giappone negli anni °60 e °70 
come additivo antibatterico nella preparazione di ci- 
bi conservati (e che ha superato due test su animali 
prima di essere trovato mutageno). I cancerogeni non 
sono solo le sostanze artificiali ma anche certi pro- 
dotti naturali. Per esempio molte piante comuni nel- 
la dieta umana contengono cancerogeni, compresi i 
germogli di alfalfa. La aflatossina Bi, 


9 0 CH, 

Aflatossina B) si 
uno dei cancerogeni noti più potenti, è prodotto da 
muffe che crescono su arachidi e mais. Anche i cibi 
bruciati o abbrustoliti, come la carne alla griglia e 
il pane tostato, contengono numerosi agenti che dan- 
neggiano il DNA. Perciò, come ha scritto Ames a pro- 
posito della cancerogenicità, «la Natura non è beni- 
gna». 


6. LA RICOMBINAZIONE 
E GLI ELEMENTI GENETICI MOBILI 


Il cromosoma non è solo un semplice deposita- 
rio dell’informazione genetica. Se fosse così, l’unità 
di mutazione dovrebbe essere l’intero cromosoma an- 
ziché un gene poiché non ci sarebbe modo di separa- 
re un gene mutato dagli altri geni dello stesso cro- 
mosoma. I cromosomi dovrebbero quindi accumula- 
re mutazioni deleterie fino a diventare incompatibili 
con la vita. 

Si sa naturalmente fin dai primi studi genetici che 
coppie di geni allelici possono scambiarsi la posizio- 
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ne sui cromosomi con un processo noto come ricom- 
binazione genetica (paragrafo 27.1C). I geni muta- 
ti possono quindi essere individualmente analizzati, 
poiché la loro propagazione non è assolutamente di- 
pendente dalla propagazione dei geni con cui essi 
sono stati precedentemente associati. In questo para- 
grafo prenderemo in considerazione il meccanismo 
con cui gli elementi genetici possono muoversi sia 
sul cromosoma che tra i cromosomi. 


A. La ricombinazione generale 


fis28] La ricombinazione generale è definita come lo 
scambio di segmenti omologhi tra due molecole di 
DNA. Sia studi genetici che citologici hanno mostra- 
to da tempo che tale processo di crossing over avvie- 
ne negli organismi superiori durante la meiosi (Fig. 
27.10). I batteri, che normalmente sono aploidi, han- 
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no analogamente meccanismi elaborati per l’inter- 
scambio di informazioni genetiche. Essi possono ac- 
quisire DNA estraneo mediante coniugazione (para- 
grafo 27.1D), trasduzione (paragrafo 27.1E) e trasfor- 
mazione (paragrafo 27.2A). In tutti questi processi, 
il DNA estraneo è inserito nel cromosoma o nel pla- 
smide del ricevente mediante ricombinazione gene- 
rale (per essere propagato un segmento di DNA de- 
ve fare parte di un replicone; deve cioè essere asso- 
ciato con una origine di replicazione come avviene 
in un cromosoma, in un plasmide o in un virus). 


La ricombinazione avviene 
mediante un intermedio a croce 


[1529] Il prototipo per la ricombinazione generale (Fig. 
31.34) è stato proposto da Robin Holliday nel 1964 
sulla base di studi genetici sui funghi. I filamenti cor- 
rispondenti di due DNA a doppia elica omologhi alli- 
neati vengono tagliati, i filamenti tagliati si incrocia- 
no per appaiarsi con i filamenti praticamente com- 


plementari del DNA duplex omologo formando quin- 


di un segmento di DNA eteroduplex, dopo di che 
i tagli vengono saldati (Fig. 31.34a-e). Studi su model- 
li indicano, forse inaspettatamente, che le basi di que- 
sta struttura di Holliday a quattro filamenti posso- 
no tutte appaiarsi senza costrizioni steriche, così che 
questa struttura a croce è probabilmente stabile (Fig. 
31.35). Il punto di crossover può spostarsi in entram- 


be le direzioni con un processo noto come migra- 
zione della ramificazione (Fig. 31.34e e f). La strut- 
tura di Holliday può essere risolta in due DNA du- 
plex in due modi ugualmente probabili (Fig. 31.34g-D): 


Figura 31.34 Il modello di Holliday della ricombina- 
zione generale tra duplex di DNA omologhi. 
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Figura 31.35 Un modello molecolare che indica che le connessioni 
tra due duplex di DNA durante il crossover possono essere fatte sen- 
za significative distorsioni molecolari. (Fonte: Sicat, N. e ALBERTS, B., 
|. Mol. Biol., 71, p. 792, 1972. Copyright © 1972 Academic Press, inc.) 


1. Il taglio dei filamenti che non si sono incrociati 
scambia le estremità dei duplex originari per for- 
mare, dopo saldatura dell’interruzione, la tradi 
zionale molecola di DNA ricombinante (ramo de- 
stro della Fig. 31.34j e DÌ. 

2. Il taglio dei filamenti che sì sono incrociati scam- 
bia un paio di segmenti omologhi a filamento sin- 
golo (ramo sinistro della Fig. 31.34j e D). 


La ricombinazione del DNA duplex circolare ha co- 
me risultato i tipi di struttura schematizzati nella Fig. 
31.36. La dimostrazione al microscopio elettronico del- 
l’esistenza delle postulate strutture di tipo «figura a 
8» è evidente nella Fig. 31.37a. È stato dimostrato che 
queste strutture di tipo «figura a 8» non sono solo 
cerchi arrotolati mediante la digestione con un enzi- 
ma di restrizione in modo da originare strutture 
a Chi (per la loro somiglianza con la lettera greca 
x) come quelle mostrate nella Fig. 31.37b. i 


In E. coli la ricombinazione generale 
è catalizzata da RecA 


1530] L'osservazione che E. coli recA” hanno una 
frequenza di ricombinazione inferiore di 104 volte 
rispetto al ceppo nativo indica che la proteina RecA 
svolge una funzione importante nella ricombinazio- 
ne. RecA, infatti, aumenta enormemente il ritmo a 
cui i filamenti complementari rinaturano in vitro. 
Questa proteina versatile (ricordate che essa stimola 
anche la autoproteolisi di LexA dando il via alla ri- 
sposta SOS; paragrafo 31.5D) copre il DNA a singolo 
filamento formando un'elica destrorsa di 120 À di 
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Figura 31.36 La ricombinazione generale tra due doppie eliche di DNA 
circolari. Questo processo può dare origine sia a due cerchi delle stesse 
dimensioni dell'originale che ad un singolo cerchio composito. 


diametro in cui ciascun monomero di RecA si lega pro- 
babilmente a quattro nucleotidi (Fig. 31.38). La forma- 
zione di questo complesso stimola RecA a legare an- 
che il DNA duplex, e a percorrerlo unidirezionalmen- 
te cercando un segmento che sia complementare al 
DNA a singolo filamento. Nel far ciò, RecA svolge il 
duplex portandolo da un passo di 10,5 bp/giro caratte- 
ristico del DNA-B ad un passo di 18,6 bp/giro. In segui- 
to all’incontro con un segmento complementare, RecA 
svolge ulteriormente il duplex e, con una reazione s0- 
stenuta dall’idrolisi di ATP catalizzata da RecA, scam- 
bia il DNA a singolo filamento con il filamento corri- 
spondente sul duplex (Fig. 31.39). La Fig. 31.40 illustra 
un modello di come RecA potrebbe funzionare. 
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Figura 31.37 Fotografie al microscopio elettronico di intermedi nella 
ricombinazione generale di due plasmidi. (a) Una struttura di tipo 
figura a 8. Questa corrisponde alla Fig. 31.36d. (b) Una struttura a 
Chi che deriva dal trattamento di una struttura del tipo figura a 8 
con una endonucleasi di restrizione. Notate le connessioni a singolo 
filamento nella regione di crossing over. (Per gentile concessione di 
David Dressler e Huntington Potter, Harvard Medical School.) 


Figura 31.38 Fotografia al microscopio a scansione con effetto tunnel 
della proteina RecA sotto forma di complesso col DNA. Le frecce 
grosse indicano un complesso RecA-DNA; le frecce piccole indicano 
DNA libero. Le barre indicano una distanza di 20 nm in ciascuna 
direzione. Le striature nel complesso RecA-DNA derivano dal passo 
di 10 nm di questa struttura ad elica. (Fonte: AMREIN, R., STASIAK, A., 
Gross, H., Stott, E. e TRAVAGLINI, G., Science, 240, p. 515, 1988. 
Copyright © 1988 American Society for the Advancement of Science.) 
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Figura 31.39 L'assimilazione di un filamento singolo in un DNA a 
doppia elica catalizzata da RecA. Perché avvenga questo processo 
uno dei filamenti deve avere un'estremità libera. 
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Figura 31.40 Un modello ipotetico dell'appaiamento e dello scambio 
di filamenti tra DNA a singola elica e DNA duplex mediato da RecA. 
{a) Un DNA a singolo filamento si lega a RecA formando un comples- 
so di inizio. (b) Il DNA duplex si lega al complesso di inizio in modo 
da formare una tripla elica transitoria che media il corretto appaia- 
mento dei filamenti omologhi. (c) RecA ruota le basi dei filamenti 
omologhi allineati in modo da influenzare lo scambio di filamento. 
(Fonte: HowaArD-FLANDERS, P., WEST, S. C. e STASIAK, A., Nature, 309, 
p. 217, 1984.) 


Il processo di scambio dei filamenti mediato da RecA 
richiede che uno dei filamenti di DNA che partecipa- 
no abbia una estremità libera e tolleri solo un limita- 
to grado di disappaiamento. Nell’assimilazione di un 
cerchio a singola elica da parte di un duplex lineare, 
l'estremità 3’ del filamento del duplex che si appaia 
con il filamento singolo invasore deve essere com- 
plementare a questo filamento invasore (Fig. 31.41). 
L'invasione, inoltre, non può avanzare oltre l’estre- 
mità 3’ di un segmento altamente disappaiato nel 
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filamento complementare. L’invasione del filamento 
singolo deve quindi iniziare con la sua estremità 5°. 
Naturalmente, nella struttura di Holliday due di que- 
sti scambi di filamenti possono procedere simulta- 
neamente (Figg. 31.34 e 31.36). Un modello per la 
conseguente migrazione della ramificazione è mo- 


* strato nella Fig. 31.42. 


RecBCD dà inizio alla ricombinazione 
producendo tagli a singolo filamento 


Le interruzioni a filamento singolo a cui si lega 
RecA sono prodotte dalla proteina RecBCD, il prodot- 
to di 330 kD dei geni del sistema SOS recB, recC e 
recD (Fig. 31.43). RecBCD agisce svolgendo il DNA 
duplex con un processo sostenuto da ATP e quindi 
riavvolgendolo. RecBCD, tuttavia, svolge il DNA più 
velocemente di quanto lo avvolga, così che questa 
proteina è accompagnata da due anse a filamento sin- 
golo che crescono con l'avanzamento unidirezionale 
della proteina lungo Velica. Quando incontra la se- 
quenza GCTGGTGG dalla sua estremità 3’ (la cosid- 
detta sequenza Chi, che è presente circa ogni 10 
kb nel genoma di E. coli), RecBCD taglia quel fila- 
mento da 4 a 6 nucleotidi dopo il lato al 3’ di Chi 
dando origine al segmento a filamento singolo a cui 
si lega RecA. Questo spiega l’osservazione che le se- 
quenze Chi sono presenti in regioni che hanno una 
elevata frequenza di ricombinazione. 

RecBCD può iniziare a svolgere il DNA solo all’e- 
stremità libera di un duplex. Tali estremità non sono 
normalmente presenti in E. coli, che ha un genoma 
circolare, ma diventano disponibili durante processi 
di ricombinazione quali la coniugazione batterica (pa- 
ragrafo 27.1D), la trasduzione virale (paragrafo 27.1E) 
e la trasformazione batterica (paragrafo 27.2A). 

Anche se il meccanismo dettagliato della ricombi- 
nazione genetica non è ancora chiaro, è evidente che 
altre proteine oltre RecA e RecBCD partecipano al 
processo di ricombinazione in E. coli. La topoisome- 
rasi I (l’enzima di taglio e saldatura; paragrafo 28.50) 
è apparentemente necessaria per alleviare il superav- 
volgimento generato dal processo di ricombinazio- 
ne. Anche SSB partecipa alla ricombinazione: essa aiu- 
ta a mantenere il DNA nel suo stato di filamento sin- 
golo e probabilmente modula anche la funzione di 
RecA. La nucleasi che separa i due DNA duplex ri 
combinanti (Figg. 31.34j e 31.36f) deve essere ancora 
identificata anche se si sospetta che possa essere 
RecBCD. 
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Assimilazione dell'estremità 3' di un DNA omologo 
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Figura 31.41 L'assimilazione catalizzata da R i i i 
3 ” ecA di un filamento sin- 
golo circolare in un DNA duplex può avvenire solo se il duplex ha 


una estremità 3’ che può appaiarsi con il DNA circolare. L'inserimen- 


to di un filamento non può avveni i 
enire mediante un segmen - 
plementare. lola i 


pra 


Proteina RecA 
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Figura 31.42 Un modello della migrazione di una ramificazione me- 
diata da RecA. RecA, che forma un filamento nucleoproteico su un 
DNA duplex, promuove la migrazione della ramificazione tramite ro- 
tazione di un secondo duplex, che è legato al primo per mezzo di 
una giunzione di crossing over, intorno all’esterno del filamento. La 
reazione procede in senso unidirezionale sostenuta dall’idrolisi di ATP 


catalizzata da RecA. (Fonte: Cox, M. M. e LEHMAN, | 
; ; : , M. M. sleRo È 
Biochem., 56, p. 252, 1987.) N Annu. Rev. 


Figura 31.43 Un modello per la generazione di DNA a fila 
singolo da parte di RecBCD per dare inizio alla Raina 
RecBCD si lega ad un'estremità libera del DNA a doppia elica e pro- 
cede, con un processo sostenuto da ATP, lungo l'elica, svolgendo 
il DNA e riavvolgendolo quindi in qualche modo più lentamente in 
modo da formare due anse a singolo filamento. RecBCD taglia una 
di queste anse 4 o 6 nucleotidi dopo una sequenza Chi orientata 
in modo proprio producendo quindi il filamento singolo di DNA po- 
tenzialmente invasivo a cui RecA si lega inizialmente. 
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B. La trasposizione 


Nei primi anni ’50 Barbara McClintock riferì, 
sulla base di analisi genetiche, che i variegati schemi 
di pigmentazione dei chicchi di mais derivano dal- 
l’azione di elementi genetici che possono muoversi 
lungo il genoma del mais. Questa proposta fu bella- 
mente ignorata poiché era contraria a ciò che allora 
rappresentava l’ortodossia genetica, cioè che i cro- 
mosomi consistono di geni collegati in un ordine fis- 
so. Dovevano passare altri 20 anni prima che fosse 
trovata l'evidenza degli elementi genetici mobili in 
un altro organismo, E. coli. 


I trasposoni muovono i geni tra siti non correlati 


533] Ora si sa che gli elementi di trasposizione 
o trasposoni sono comuni sia nei procarioti che negli 
eucarioti dove influenzano, a corto raggio, la varia- 
zione dell’espressione del fenotipo e, a lungo raggio, 
lo sviluppo evoluzionistico. Ciascun trasposone codi- 
fica gli enzimi che lo inseriscono specificamente nel 
DNA ricevente. Questo processo è stato descritto co- 
me ricombinazione illegittima poiché non richie- 
de omologia tra i DNA donatore e ricevente. Contra- 
riamente alla ricombinazione generale, però, la tra- 
sposizione è un processo notevolmente inefficiente: 
avviene con una frequenza di solo da 107‘ a 1074 
eventi per generazione. 

Sono stati caratterizzati trasposoni con tre livelli 
di complessità: 


1. I trasposoni più semplici, nonché i primi ad esse- 
re stati caratterizzati, sono chiamati sequenze di 
inserzione o elementi IS. Essi sono designati con 
«IS» seguito da un numero di identificazione. Gli 
elementi IS sono normali costituenti dei cromoso- 
mi batterici e dei plasmidi. Per esempio, un cep- 
po comune di E. coli ha otto copie di IS1 e cinque 
copie di IS2. Gli elementi IS sono costituiti gene- 
ralmente da meno di 2000 bp. Queste basi com- 
prendono il cosiddetto gene della trasposasi e, 
in alcuni casi, un gene regolatorio, fiancheggiato 
da corte sequenze ripetute invertite (che hanno 
orientamento opposto) terminali (Fig. 31.44 e Ta- 
bella 31.6). Le sequenze ripetute invertite sono es- 
senziali per la trasposizione; la loro alterazione 
genetica blocca invariabilmente questo processo. 
Un elemento IS inserito è fiancheggiato da un seg- 
mento ripetuto diretto (che ha lo stesso orienta- 
mento) di DNA ricevente (Fig. 31.44). Questo sug- 
gerisce che un elemento IS sia inserito nel DNA 
ricevente in corrispondenza di un taglio sfalsato 
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Figura 31.44 Gli elementi IS così come altri trasposoni presentano 
sequenze terminali ripetute invertite (numeri) e sono fiancheggiati da 
sequenze ripetute dirette della sequenza bersaglio presente sul DNA 
dell'ospite (lettere). 


Tabella 31.6 Proprietà di alcuni degli elementi di inserzione 


venze dirette 
“0 sù pai sura bersaglio 
inserzione D. invertite (bp) (bp) 
LL _1nzz7%=————2121222=—=<=<=<=<ÒY_—t@EenecCcemmctnevr" 
IS1 768 23 9 
152 1327 41 5 
154 1428 18 11 0 12 
155 1195 16 4 


Fonte: Lewis, B., Genes, 3° ed., p. 591, Wiley, 1987, Trad. it. della 2° ed.: 
Il gene, Zanichelli, 1985. 
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Figura 31.45 Un modello per la generazione di sequenze ripetute 
dirette come sequenza bersaglio ad opera dell'inserzione di un tra- 
sposone. 
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che viene più tardi riempito (Fig. 31.45). La lun- 
ghezza di questa sequenza bersaglio, frequente- 
mente da 5 a 9 bp, ma non la sua sequenza, è 
caratteristica dell’elemento IS. 

2. I trasposoni più complessi portano geni non coin- 
volti nel processo di trasposizione, per esempio i 
geni per la antibiotico-resistenza. Questi trasposo- 
ni sono designati con «Tn» seguito da un numero 
di identificazione. Tn3, per esempio (Fig. 31.46), 
consiste di 4957 bp e presenta sequenze ripetute 
invertite terminali di 38 bp ciascuna. La regione 
centrale di Tn3 codifica tre proteine: (1) una tra- 
sposasi di 1015 residui chiamata TnpA; (2) una 
proteina di 185 residui nota come TnoR, che fun- 
ziona tanto come un repressore per l’espressione 
sia di tnpA che di tnpR quanto come un mediato- 
re della reazione di ricombinazione sito-specifica 
necessaria per la trasposizione (vedi più avanti); 
e (3) una B-lattamasi che inattiva l’ampicillina 
(paragrafo 10.3B). La ricombinazione sito-specifica 
avviene in regioni ricche di AT note come siti 
di risoluzione interni che sono localizzati tra 
tnpA e tnpR. 

3. I cosiddetti trasposoni compositi (Fig. 31.47) con- 
sistono di una regione centrale contenente i geni 
fiancheggiata da due moduli, simili a IS, identici 
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Figura 31.46 Una mappa del trasposone Tn3. 
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Figura 31.47 Un trasposone composito consiste di due moduli simili 
a IS identici o quasi identici (in verde) che fiancheggiano una regione 
centrale che trasporta diversi geni. | moduli simili a IS possono avere 
un orientamento relativo diretto (a) o invertito (b). 
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Figura 31.48 La trasposizione inserisce una copia del trasposone nel 
sito bersaglio mentre un’altra copia rimane nel sito donatore. 


o quasi identici che hanno o lo stesso orientamen- 
to relativo o un orientamento invertito. Sembra 
quindi che i trasposoni compositi abbiano avuto 
origine dall’associazione di due elementi IS origi- 
nariamente indipendenti. Poiché i moduli IS-simili 
sono essi stessi fiancheggiati da sequenze ripetu- 
te invertite, le estremità di ciascun tipo di traspo- 
sone composito devono essere esse stesse delle se- 
quenze ripetute invertite. Dati sperimentali dimo- 
strano che i trasposoni compositi possono sposta- 


re qualunque sequenza di DNA nella loro regio- 
ne centrale. 


Se un plasmide che porta un trasposone viene intro- 
dotto in una cellula batterica che possiede un plasmi- 
de privo del trasposone, in alcune delle cellule della 
progenie entrambi i tipi di plasmide conterranno il 
trasposone (Fig. 31.48). Evidentemente, la trasposi- 
zione coinvolge la replicazione del trasposone nel pla- 
smide ricevente piuttosto che, come suggerivano pre- 
cedenti esperimenti, il suo trasferimento dal donato- 
re al ricevente. In questo caso la parola «trasposizio- 


x 


ne» non è appropriata. 


Un possibile meccanismo di trasposizione 


Due plasmidi, di cui uno contenente un traspo- 
sone, si fonderanno occasionalmente formando un co- 
siddetto cointegrato contenente copie orientate allo 
stesso modo del trasposone in corrispondenza di en- 
trambe le giunzioni dei plasmidi originari (Fig. 31.49). 
Però, parte della progenie di una cellula contenente 
un cointegrato è priva del cointegrato ma contiene, 
invece, entrambi i plasmidi originari, ciascuno con 
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Figura 31.49 Un cointegrato si forma mediante la fusione di due pla- 
smidi, di cui uno che porta un trasposone, di modo che a livello 
di entrambe le giunzioni del plasmide originario si trovano trasposoni 
con lo stesso orientamento (frecce). 


Figura 31.50 Un modello per la trasposizione che richiede la media- 
zione di un cointegrato. Le barre colorate più debolmente rappresen- 
tano il DNA di nuova sintesi. (Fonte: SHAPIRO, }. A., Proc. Natl. Acad. 
Sci., 76, p. 1934, 1979)) 


una copia del trasposone (Fig. 31.48). Il cointegrato 
deve quindi essere un intermedio nel processo di tra- 
sposizione. 

Il meccanismo di trasposizione è sconosciuto. Tut- 
tavia, un modello plausibile di questo processo (e ce 
ne sono parecchi) che renda conto delle suddette os- 
servazioni consiste dei seguenti stadi (Fig. 31.50): 


1. Una coppia di tagli sfalsati a singolo filamento, 
come schematizzato nella Fig. 31.45, viene effet- 
tuata in corrispondenza della sequenza bersaglio 
del plasmide ricevente. Analogamente, vengono 
fatti tagli a singolo filamento sui filamenti oppo- 
sti su entrambi i lati del trasposone. 

2. Ciascuna delle estremità libere del trasposone è 
saldata ad un singolo filamento che sporge al sito 
di inserzione. Questo forma una forcella di repli- 
cazione a ciascuna estremità del trasposone. 

3. Il trasposone è replicato dando origine quindi a 
un cointegrato. 

4. Mediante un crossover sito-specifico tra i siti di 
risoluzione interni dei due trasposoni, il cointe- 
grato viene risolto nei due plasmidi originari, cia- 
scuno dei quali contiene un trasposone. Questo 
processo di ricombinazione è catalizzato da una 
resolvasi codificata dal trasposone (TnpR in Tn3) 
invece che da RecA; la trasposizione procede nor- 
malmente in cellule recA7 (anche se RecA risol- 
verà un cointegrato contenente un trasposone con 
una resolvasi mutante o un sito di risoluzione in- 
terno alterato, anche se ad un ritmo molto più 
ridotto). 


La trasposizione è responsabile 
di gran parte del rimaneggiamento genetico 


Oltre a mediare la propria inserzione nel DNA, 
i trasposoni promuovono inversioni, delezioni e riar- 
rangiamenti del DNA dell’ospite. Le inversioni posso- 
no avvenire quando il DNA dell’ospite contiene due 
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copie di un trasposone con orientamento inverso. La 
ricombinazione tra questi trasposoni inverte la re- 
gione compresa tra essi (Fig. 31.51a). Se, invece, i due 
trasposoni hanno lo stesso orientamento, la risolu- 
zione di queste strutture simili a cointegrati elimina 
il segmento tra i due trasposoni (Fig. 31.51b; se il 
segmento deleto è privo di un’origine di replicazio- 
ne non verrà propagato). La delezione di un segmen- 
to cromosomico, in questo modo seguita dalla sua 
integrazione nel cromosoma in corrispondenza di un 
sito diverso ad opera di un altro evento di ricombi- 
nazione, dà origine ad un riarrangiamento cromoso- 
mico. 

La trasposizione sembra essere importante nell’e- 
voluzione dei cromosomi e dei plasmidi. È stato sug- 
gerito infatti che i trasposoni siano gli «strumenti» 
dell’ingegneria genetica naturale. La rapida evoluzio- 
ne, per esempio, di plasmidi che conferiscono la resi- 
stenza a svariati antibiotici a partire dal momento 
in cui gli antibiotici sono divenuti di largo impiego 
(paragrafo 28.8A) è il risultato dell’accumulazione 
in questi plasmidi dei trasposoni portatori della resi- 
stenza all’antibiotico. I riarrangiamenti mediati dai 
trasposoni possono benissimo essere stati i responsa- 
bili tanto dell’organizzazione di geni originariamen- 
te distanti in operoni regolati in modo coordinato 
quanto della formazione di nuove proteine median- 
te il collegamento di due segmenti genici preceden- 
temente indipendenti. Inoltre, la presenza di traspo- 
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Figura 31.51 Modelli di ricombinazione per: (a) l'inversione di un 
segmento di DNA tra due trasposoni identici con orientamento inver- 
tito; (6) la delezione di un segmento di DNA tra due trasposoni iden- 


(b) 


soni identici in batteri non correlati indica che il tra- 
sferimento di informazione genetica mediato dai tra- 
sposoni tra i vari organismi non è limitato a specie 
correlate contrariamente al trasferimento genetico me- 
diato dalla ricombinazione generale. 


La variazione di fase 
è mediata dalla trasposizione 


L’espressione del fenotipo nei batteri può esse- 
re regolata da un meccanismo di trasposizione. Per 
esempio, certi ceppi di Salmonella typhimurium pro- 
ducono due versioni antigenicamente distinte della 
proteina flagellina (il componente maggioritario dei 
flagelli a frusta con cui i batteri si muovono; para- 
grafo 34.3G) che sono chiamati H1 e H2. Solo una 
di queste proteine è espressa da qualunque cellula, 
ma circa una volta ogni 1000 divisioni cellulari, con 
un processo noto come variazione di fase, una cel- 
lula cambia il tipo di flagellina che sintetizza. Si ri- 
tiene che la variazione di fase consenta alla Salmo- 
nella di sfuggire le difese immunologiche dell’ospite. 

Qual è il meccanismo della variazione di fase? I due 
geni della flagellina risiedono su parti diverse del cro- 
mosoma batterico. H2 è legato al gene rh1 che codifi- 
ca un repressore dell’espressione di H1 (Fig. 31.52). 
Quando quindi'viene espressa l’unità di trascrizione 
H2-rh1, è repressa la sintesi di H1; altrimenti è sinte- 
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tici con lo stesso orientamento. Questo processo distribuisce un tra- 
sposone per ciascuno dei due risultanti segmenti di DNA. 
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Promotore propriato è appena a monte di H2 così che questo 
ERRE H2.rh1 gene e rh1 sono espressi in modo coordinato, repri- 
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Figura 31.52 Il meccanismo della variazione di fase nella Salmonel- 
la. (a) Nei batteri in Fase 2 il promotore H2-rh] è orientato in modo 
che siano sintetizzati la flagellina H2 e il repressore. Il repressore 
si lega al gene H7 bloccandone l'espressione. (b) Nei batteri in Fase 
1 il segmento che precede l’unità di trascrizione H2-ch1 risulta inver- 
tito rispetto al suo orientamento relativo nei batteri in Fase 2. Questa 
unità dì trascrizione non può quindi essere espressa perché risulta 
priva di un promotore. Questo fatto sblocca la repressione su HI 
e determina quindi la sintesi di flagellina H1. L'inversione del seg- 
mento che precede l’unità di trascrizione H2-ch1 è mediata dalla 
proteina Hin che viene espressa qualunque sia l'orientamento dal 
gene hin. 


tizzata H1. Melvin Simon ha dimostrato che l’espres- 
sione dell’unità H2-rh1 è controllata dall’orientamen- 
to di un segmento di 995 bp che risiede a monte di 
H2 (Fig. 31.52). Questo segmento, che è fiancheggia- 
to da sequenze ripetute invertite di 14 bp, contiene 
un promotore per l’espressione di H2-rh1. Esso con- 
tiene anche il gene hin che codifica una resolvasi 
che media l'inversione del segmento di DNA median- 
te un meccanismo simile a quello schematizzato nel- 
la Fig. 31.51a (infatti, la proteina Hin è al 33% omolo- 
ga a TnpR, il che indica che queste proteine hanno 
un progenitore comune). Nell’orientamento della Fa- 
se 2 (Fig. 31.52a), il promotore orientato in modo ap- 


mendo quindi la sintesi di H1. Nei batteri in Fase 
1 (Fig. 31.52b), tuttavia, questo segmento ha l’orien- 
tamento opposto. Di conseguenza non sono espressi 
né H2 né rh1, che quindi è privo di un promotore, 
così che viene sintetizzata H1. 


Negli eucarioti la trasposizione 
avviene mediante intermedi di RNA 


G537]1 trasposoni sono presenti in eucarioti distanti 
tra di loro come il lievito, il mais e i moscerini della 
frutta. Circa il 3% del genoma della Drosophila, in- 
fatti, consiste di trasposoni in vari siti. 

La somiglianza tra la sequenza di basi di molti tra- 
sposoni degli eucarioti e dei genomi retrovirali (e la 
loro diversità dai trasposoni dei batteri) suggerisce 
che questi trasposoni siano retrovirus degenerati. Es- 
si sono quindi chiamati retrotrasposoni. Ci sono 
chiare evidenze che i retrotrasposoni sono spostati 
con un processo a tre stadi che richiede: (1) la loro 
trascrizione in RNA, (2) la copiatura di questo RNA 
in DNA mediata dalla trascrittasi inversa (paragrafo 
31.4C), e (3) l'inserzione casuale di questo DNA nel 
genoma dell’organismo ospite (il ciclo vitale dei re- 
trovirus coinvolge l’integrazione, l'inserzione, del 
DNA virale nel genoma dell’ospite con un sistema 
che assomiglia a quello descritto nel paragrafo 32.3C 
per il batteriofago \). Gerald Fink ha rimodellato Ty, 
l'elemento mobile più comune nel lievito (circa 35 
copie di questo elemento di 5,9 kb sono presenti nel 
genoma del lievito; Ty sta per trasposone di lievito, 
veast), in modo da contenere un introne di lievito 
e da essere preceduto da un promotore di lievito sen- 
sibile al galattosio. Quando questo elemento Ty ri 
modellato è stato inserito in un genoma di lievito, 
la sua velocità di trasposizione è variata col variare 
della concentrazione di galattosio nel mezzo e gli ele- 
menti trasposti sono risultati tutti privi dell’introne: 
questo indica che la trasposizione avviene tramite un 
intermedio di RNA. 

Inoltre, delle due proteine codificate da Ty, una 
assomiglia a una proteina componente le particelle 
retrovirali mentre l’altra è omologa alla trascrittasi 
inversa retrovirale. Queste due proteine, infatti, as- 
sieme a RNA e DNA di Ty formano particelle simili 
a virus nel citoplasma di lievito. L'elemento Ty e 
presumibilmente altri trasposoni possono quindi es- 
sere considerati dei «virus interni» che possono muo- 
versi solo all’interno di un genoma, anche se a ritmi 
molto bassi se paragonati a quelli delle vere infezio- 
ni virali. 
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7. LA METILAZIONE DEL DNA 


1538]I residui A e C del DNA possono essere metila- 
ti, secondo uno schema specie-specifico, per formare 
residui di N°-metiladenina e 5-metilcitosina ri- 
spettivamente. 
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Residuo di N 5-metiladenina Residuo di 5-metilcitosina 


Questi sono gli unici tipi di modificazione a cui va 
soggetto il DNA negli organismi cellulari (anche se 
tutti i residui C dei DNA dei fagi T-pari sono conver- 
titi a residui di 5-idrossimetilcitosina, 
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ché può a sua volta essere glicosilata). Questi gruppi 
metilici sporgono nella scanalatura principale del 
DNA-B dove possono interagire con proteine leganti 
il DNA. Nella maggior parte delle cellule sono meti- 
late solo una piccola parte delle basi suscettibili an- 
che se questo numero aumenta a più del 30% dei 
residui C in alcune piante. 

I DNA batterici sono metilati ai loro individuali siti 
di restrizione impedendo così alle corrispondenti en- 
donucleasi di restrizione di degradare il DNA (para- 
grafo 28.6A). Questo fenomeno, però, rende conto 
di solo una parte della metilazione del DNA batteri- 
co. In E. coli la maggior parte della metilazione del 
DNA è catalizzata dai prodotti dei geni dam e dem. 
La metilasi Dam metila i residui A di tutte le se- 
quenze GATC, mentre la metilasi Dom metila en- 
trambi i residui C di CCA/TGG. Notate come entram- 
be queste sequenze siano palindromiche. I suddetti 
enzimi, come tutte le DNA metilasi note, usano 
S-adenosilmetionina come loro donatore di metili. 


La riparazione del disappaiamento 


[1539] La metilazione del DNA nei procarioti funziona 


soprattutto nella riparazione di coppie di basi male 
appaiate. Qualunque disappaiamento replicazionale 
che abbia eluso l’attività di correzione di Pol I e di 
Pol III può ancora essere corretto mediante un pro- 
cesso noto come riparazione del disappaiamento 
(Pol I e Pol III hanno frequenze di errore di 
1078-1077 per coppia di basi replicata ma la frequen- 
za di mutazione osservata in E. coli è di 1078-10-10 
per coppia di basi replicata). Se questo sistema mul- 
tienzimatico deve correggere gli errori anziché per- 
petuarli, deve distinguere il DNA parentale, che ha 
la base corretta, dall’elica figlia, che ha una base sba- 
gliata anche se normale. L’osservazione che E. coli 
dam? hanno una frequenza di mutazioni più alta 
dei batteri di ceppo nativo suggerisce come venga 
fatta questa distinzione. Un’elica figlia appena repli- 
cata è meno metilata del corrispondente filamento 
parentale perché la metilazione del DNA avviene in 
ritardo rispetto alla sintesi. Esperimenti con DNA 
campione hanno dimostrato che il sistema di ripara- 
zione dei disappaiamenti sostituisce un filamento non 
metilato tra un disappaiamento e un sito adiacente 
(lontano fino a —1000 bp) metilato a metà. 


La metilazione del DNA negli eucarioti 
può funzionare nella regolazione genica 


[1540] La 5-metilcitosina ("C) è la sola base metilata 
nella maggior parte del DNA degli eucarioti, com- 
preso quello dei vertebrati. Questa modificazione è 
ampiamente presente nel dinucleotide CG di varie 
sequenze palindromiche (CG è presente nel genoma 
dei vertebrati a solo circa un quinto della frequenza 
che ci si aspetterebbe dalla sua distribuzione casua- 
le). Il grado e lo schema di metilazione del DNA de- 
gli eucarioti sono convenientemente analizzati me- 
diante comparazione dei Southern blotting ottenuti 
da DNA digerito con le endonucleasi di restrizione 
Hpall (che taglia CCGG ma non CPCGG) e Mspi (che 
taglia entrambi). Questi studi indicano che la metila- 
zione del DNA degli eucarioti varia con le specie, 
i tessuti e la posizione lungo un cromosoma. 

Ci sono considerevoli evidenze circostanziali che 
la metilazione del DNA blocchi l’espressione dei geni 
degli eucarioti, in particolare quando avviene nelle re- 
gioni di controllo a monte delle sequenze trascritte 
di un gene. I geni della globina, per esempio, sono 
meno metilati nelle cellule eritroidi di quanto lo sia- 
no nelle cellule non eritroidi e, infatti, la metilazione 
specifica della regione di controllo in un gene della 
globina ricombinante inibisce la sua trascrizione nel- 
le cellule transfettate. A ulteriore sostegno dell’effetto 
inibitorio della metilazione del DNA c’è l’osservazio- 
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un analogo di una base che non può essere metilato 
alla sua posizione N(5) e che inibisce le DNA metila- 
si, stimola la sintesi di parecchie proteine e cambia 
lo schema di differenziamento cellulare di cellule eu- 
cariotiche in coltura. Questi effetti, tuttavia, possono 
non essere una conseguenza della demetilazione ge- 
nica: 5-azaC induce anche geni non metilati. 

Il modo in cui la metilazione del DNA impedisce 
l’espressione genica non è noto. Una affascinante pos- 
sibilità però è derivata dall’osservazione che la meti- 
lazione di poli(GC) sintetici stabilizza la loro confor- 
mazione a DNA-Z. Forse la formazione di DNA-Z, 
che è stato identificato in vitro (paragrafo 28.2B), agi- 
sce come un «interruttore» conformazionale che spe- 
gne localmente l’espressione genica. Poiché però i 
DNA di molti invertebrati altamente differenziati, 
compresa la Drosophila, non sono metilati in modo 
apprezzabile, la metilazione del DNA non può esse- 
re il solo mezzo mediante cui è regolata l’espressio- 
ne dei geni degli eucarioti. Non è stato inequivoca- 
bilmente dimostrato infatti che l’espressione genica 
sia controllata dalla metilazione del DNA. 


Negli eucarioti la metilazione del DNA 
si autoperpetua 


[1541] La natura palindromica dei siti di metilazione 
del DNA ha portato ad ipotizzare che lo schema di 
metilazione di un filamento parentale di DNA negli 
eucarioti diriga la generazione dello stesso schema 
nell’elica figlia (Fig. 31.53). Un tale mantenimento 
della metilazione permetterebbe a una linea cellu- 
lare di «ereditare» stabilmente un certo schema di 
metilazione e determinerebbe il mantenimento del- 
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Figura 31.53 Nel mantenimento della metilazione, lo schema di me- 
tilazione di un filamento di DNA parentale induce il corrispondente 


schema di metilazione nel filamento complementare. In questo modo 
una linea cellulare può mantenere uno schema di metilazione stabile. 


lo stesso fenotipo differenziato in tutte queste cellu- 
le. Ci sono considerevoli evidenze sperimentali in fa- 
vore di questa ipotesi compresa l’osservazione che 
del DNA virale metilato artificialmente mantiene, do- 
po trasfezione in cellule eucariotiche, il suo schema 
di metilazione per almeno 30 generazioni cellulari. 
Si sa poco tuttavia di come uno schema di metilazio- 
ne del DNA venga stabilito nelle cellule della linea 
germinale o venga modificato durante il differenzia- 
mento. 
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RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


542] Il DNA viene replicato in direzione 5° — 3°‘ 
mediante l’assemblaggio di deossinucleosidi trifosfa- 
ti su stampi di DNA complementare. La replicazione 
inizia con la generazione di corti primer di RNA, me- 
diata in E. coli dalla primasi e dalla RNA polimerasi. 
Il DNA viene quindi allungato a partire dalle estremi- 
tà 3’ dei primer per azione di DNA polimerasi (Pol 
II in E. coli). Alla forcella di replicazione il filamento 
leader è sintetizzato in modo essenzialmente conti- 
nuo, mentre il filamento ritardato è sintetizzato in 
modo discontinuo mediante la formazione dei fram- 
menti di Okazaki. I primer di RNA vengono eliminati 
dal DNA di nuova sintesi e sostituiti con DNA trami- 
te nick translation catalizzata (in E. coli) da Pol I 
Le interruzioni a singola elica vengono quindi saldate 
dalla DNA ligasi. Gli errori di disappaiamento du- 
rante la sintesi del DNA sono corretti dall’attività eso- 
nucleasica 3' ——> 5' sia di Pol I che di Pol II. La 
sintesi di DNA in E. coli richiede la partecipazione 
di molte proteine ausiliarie comprese Rep, la elicasi 
II, SSB e la DNA girasi. 

La sintesi del DNA inizia da siti specifici noti come 
origini della replicazione. Nella sintesi del filamento 
{-) del batteriofago T4 sullo stampo del filamento 
(+), l’origine viene riconosciuta e la sintesi del primer 
è avviata dalla RNA polimerasi. L’analogo processo 
nel batteriofago $X174, così come in E. coli, è mediato 
da una particella complessa contenente la primasi 
chiamata primosoma. I filamenti (+) di $X174 sono 
sintetizzati con il sistema dei cerchi rotanti con ansa 
di replicazione del DNA sugli stampi di filamento (— ) 
della forma replicativa con un processo che è diretto 
dalla proteina del gene A virus-specifica. Il cromoso- 
ma di E. coli è replicato bidirezionalmente col siste- 
ma 8 a partire da una singola origine, oriC. Il primer 
per la sintesi del frammento leader è sintetizzato pro- 
babilmente col concorso di primasi e RNA polimerasi 
insieme, mentre per i frammenti di Okazaki questa 
funzione è svolta dalla primasi del primosoma. La 
grande complessità del processo di replicazione del 
DNA apparentemente assicura l’enorme fedeltà ne- 
cessaria a mantenere l’integrità del genoma. 

Negli eucarioti il DNA è sintetizzato durante la fase 
S del ciclo cellulare. Nelle cellule animali il DNA cro- 
mosomico è replicato bidirezionalmente a partire da 
origini di replicazione multiple ad opera della DNA 


polimerasi a e è, che si ritiene siano deputate alla 
sintesi del filamento ritardato e del filamento leader 
rispettivamente. Il DNA mitocondriale viene replicato 
col sistema dell’ansa a D dalla DNA polimerasi %. 
I retrovirus producono DNA a partire da uno stampo 
di RNA con una sequenza di reazioni catalizzata dalla 
trascrittasi inversa. 

Le cellule hanno una grande varietà di meccanismi 
di riparazione del DNA. Il danno al DNA può essere 
direttamente invertito come nella fosforiattivazione 
dei dimeri di pirimidina indotti dalla radiazione UV 
o nella riparazione delle lesioni come la 0°-metilgua- 
nina. I dimeri di pirimidina, così come molti altri tipi 
di lesione, possono anche essere rimossi mediante ri- 
parazione per escissione. Le DNA glicosilasi rimuovo- 
no specificamente le corrispondenti basi chimicamen- 
te alterate, compreso l’uracile, formando siti AP che 
sono eliminati mediante riparazione per escissione. 
Una lesione in un filamento di DNA che risulti dalla 
sua sintesi su di uno stampo danneggiato può essere 
corretta mediante riparazione per ricombinazione. Un 
grande numero di lesioni nel DNA induce la risposta 
SOS che coinvolge un sistema di riparazione del DNA 
facile all’errore. L’alta correlazione tra mutagenesi 
e cancerogenesi permette l’identificazione dei cancero- 
geni mediante il test di Ames. 

Sequenze di DNA omologo possono scambiarsi in- 
formazione genetica mediante la ricombinazione ge- 
nerale. Questo processo, che avviene secondo il model- . 
lo di Holliday, è mediato in E. coli da RecA. Il DNA 
può anche essere riarrangiato mediante l’azione di 
trasposoni. Questi segmenti di DNA portano tanto i 
geni che codificano le proteine che mediano il proces- 
so di trasposizione quanto altri geni. La trasposizio- 
ne può essere importante nell’evoluzione dei cromoso- 
mi e dei plasmidi ed è implicata nel controllo dell’e- 
spressione fenotipica come l’alternanza delle fasi in 
Salmonella. Negli eucarioti i trasposoni sembrano es- 
sere retrovirus degenerati. 

Il DNA dei procarioti può essere metilato a livello 
delle sue basi A o C. Questo impedisce l’azione delle 
endonucleasi di restrizione e permette la corretta ri- 
parazione dei disappaiamenti nel DNA di nuova re- 
plicazione. Negli eucarioti la metilazione del DNA, che 
avviene per formazione di "C, è implicata nel con- 
trollo dell’espressione genica. 
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SCI CAPITOLO 32 | virus: paradigmi | 
1. Spiegate come certe varietà mutanti di Pol I possano 10. Perché è la metilazione del DNA a formare 08-me- Ù 


*4, 


*9. 


essere quasi prive di attività DNA polimerasica pur 
conservando livelli quasi normali di attività esonu- 
cleasica 5° —> 3°. 


Perché non sono stati trovati mutanti di Pol I che 
siano completamente privi di attività 5" —> 3’ a 
basse temperature? 


Perché le topoisomerasi di Tipo I non sono necessa- 
rie per la replicazione del DNA? 


L'attività esonucleasica 3° ——> 5’ di Pol I catalizza 
l’escissione dal DNA solo di nucleotidi 3‘-terminali 
non appaiati, mentre l’attività di pirofosforolisi di 
questo enzima rimuove solo nucleotidi 3’-terminali 
appaiati in modo proprio. Discutete il significato mec- 
canicistico di questo fenomeno in termini di reazio- 
ne della polimerasi. 


Avete isolato E. coli con mutazioni temperatura- 
sensibili nei seguenti geni. Quali sono i loro fenotipi 
al di sopra delle temperature critiche? Specificate. 
(a) dna8, (b) dnae, (c) dnaG, (d) lig, (e) polA, (f) rep, 
(g) ssb, e (h) recA. 


Più o meno quanti frammenti di Okazaki sono sinte- 
tizzati nella replicazione di un cromosoma di E. coli? 


Qual è il numero minimo e massimo di forcelle di 
replicazione che sono presenti in un cromosoma con- 
tinuo di un E. coli che si divide ogni 25 min ed ogni 
80 min? 


Perché i DNA lineari a doppia elica non possono, co- 
me avviene nel batteriofago T7, essere interamente 
replicati da alcuno dei meccanismi considerati in que- 
sto capitolo? 


Qual è l’emivita di una particolare purina nel geno- 
ma umano assumendo che sia soggetta solo a depuri- 
nazione spontanea? Quali frazioni delle basi purini- 
che in un genoma umano saranno state depurinate 
nel corso di una singola generazione (assumetela di 
25 anni)? 


tilguanine mutageniche? 


11. Ci sono certi siti nel cromosoma di £. coli noti come 
punti caldi che presentano una frequenza insolita- 
mente alta di mutazioni puntiformi. Molti di questi 
siti contengono un residuo di 5-metilcitosina. Spiega- 
te l’esistenza di questi punti caldi. 


12. Spiegate perché la breve esposizione di una linea di cel- 
lule eucariotiche in coltura alla 5-azacitosina dà origine 
a cambiamenti permanenti nel fenotipo delle cellule. 


13. Spiegate perché le strutture a Chi, come quella mo- 
strata nella Fig. 31.37b, presentano due paia di brac- 
cia della stessa lunghezza. 


*14. I DNA circolari a singola elica contenenti un traspo- 
sone hanno una caratteristica struttura a stelo e dop- 
pia ansa come quella mostrata nella Fig. 31.54. Quali 
sono le basi fisiche di questa struttura? 


Figura 31.54 Fotografia al microscopio elettronico di un singolo DNA 
circolare contenente un trasposone. (Per gentile concessione di Stan- 
ley Cohen, Stanford University School of Medicine.) 


< 


15. Un trasposone composito integrato in un plasmide 
circolare occasionalmente traspone il DNA compren- 
dente il plasmide originale invece che la regione cen- 
trale del trasposone. Spiegate come ciò sia possibile. 


1. Il virus del mosaico del tabacco 
A. La struttura 


B. L'assemblaggio 


2. 1 virus sferici 


Ahi 


A. L'architettura del virus 
B. Il virus del nanismo a cespuglio del pomodoro 
C. 1 picornavirus 


D. La struttura del virus della screziatura del baccello del fa- 
giolo 


E. La struttura del parvovirus canino 
F. La struttura del virus batterico MS2 


3. Il batteriofago \ 
A. II ciclo litico 
B. L'assemblaggio del virus 
C. Il ciclo lisogeno 


D. Il meccanismo dello switch di \ 


4. Il virus dell’influenza 
A. La struttura e il ciclo vitale del virus 


B. Il meccanismo della variazione antigenica 


5. I patogeni subvirali 
A. | viroidi 


B. | prioni 


per 
le funzioni cellulari 


I virus sono entità parassite formate da mole- 
cole di acido nucleico dotate di un rivestimento pro- 
tettivo che si replicano utilizzando il patrimonio en- 
zimatico delle cellule ospiti. Poiché sono privi di un 
apparato metabolico, i virus non sono considerati es- 
seri viventi (anche se questa è una distinzione più 
semantica che scientifica). Essi variano in complessi- 
tà dal virus satellite della necrosi del tabacco 
(STNV), il cui genoma ha un solo gene, ai pox vi- 
rus, che codificano circa 240 geni. 

I virus sono stati caratterizzati per la prima volta 
alla fine del diciannovesimo secolo come agenti in- 
fettivi in grado di passare attraverso filtri capaci di 
trattenere i batteri. Le malattie virali però, la cui gam- 
ma di gravità va dal vaiolo e dalla rabbia al comune 
raffreddore, hanno senza dubbio afflitto il genere 
umano fin dalle origini. Si sa che i virus possono col- 
pire tanto piante e batteri quanto animali. Ciascuna 
specie virale ha una gamma di ospiti molto limita- 
ta; essa cioè si può riprodurre solo in piccoli gruppi 
di specie strettamente legate. 

Una particella virale intatta, che viene chiamata vi- 
rione, è formata da una molecola di acido nucleico 
circondata da un capside proteico. In alcuni dei vi- 
rioni più complessi, il capside è circondato da un dop- 
pio strato lipidico e da un rivestimento contenente 
glicoproteine, derivato dalla membrana cellulare del- 
l’ospite. Poiché la piccola dimensione di un acido nu- 
cleico virale limita pesantemente il numero di pro- 
teine che possono essere codificate dal suo genoma, 
il capside, come hanno puntualizzato Francis Crick 
e James Watson nel 1957, deve essere costruito par- 
tendo da uno o da pochissimi diversi tipi di subunità 
proteiche che sono poi organizzate in modo simme- 
trico o quasi simmetrico. Ci sono due modi con cui 
ciò può avvenire: 


1. Nei virus elicoidali (paragrafo 32.1) le subunità 
del capside proteico si associano formando strut- 
ture tubolari ad elica. 
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(g) Simian virus 40 (SV40) (h) Adenovirus 
Figura 32.1 Fotografie al microscopio elettronico di una selezione 
di virus. TMV, MS2, TBSY e il virus dell'influenza sono virus a RNA 
a singolo filamento; $X174 è un virus a DNA a singolo filamento, 
e ), T4, SV40 e adenovirus sono virus a DNA a doppio filamento. 
Il batteriofago M13, un colifago filamentoso a DNA a singolo fila- 


© 88-08-10538-5 


Pat 


baz; 


o, 


L 
3 


(i) Influenza viru 


mento, è mostrato nella Fig. 28.62. ((a)-(d) e (f)-(î) per gentile conces- 
sione di Robley Williams, University of California, Berkeley e Harold 
Fisher, University of Rhode Island; (e) per gentile concessione di john 


Finch, Cambridge University.) 
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2. Nei virus sferici (paragrafo 32.2) le proteine del 
capside si aggregano dando origine ad un guscio 
poliedrico chiuso. 


In entrambi i casi l’acido nucleico virale risiede nel- 
la regione centrale del capside. In molti altri virus le 
subunità del rivestimento proteico possono essere «de- 
corate» da altre proteine così che il capside presenta 
spigolature e, nei batteriofagi più grandi, una coda 
complessa. Queste strutture sono coinvolte nel rico- 
noscimento della cellula ospite e nel trasferimento 
al suo interno dell’acido nucleico virale. La Fig. 32.1 
è una raccolta di virus di varie dimensioni e morfo- 
logie. 

I virus, per la loro grande semplicità paragonata 
alla complessità delle cellule, sono sia strumenti ine- 
stimabili per lo studio della struttura e della funzio- 
ne genica, sia il nostro modello meglio caratterizzato 
per lo studio dell’assemblaggio di strutture biologi- 
che. Anche se tutti i virus usano i ribosomi e altri 
fattori dell’ospite deputati alla sintesi proteica basata 
sull’RNA, i loro modi di replicare il genoma sono 
molto più vari di quelli riscontrabili nella vita cellu- 
lare. Contrariamente alle cellule in cui le molecole 
depositarie dell’ereditarietà sono invariabilmente 
DNA a doppia elica, i virus possono contenere DNA 
a singola elica, DNA a doppia elica o RNA. Nei virus 
ad RNA, l’RNA virale può essere replicato diretta- 
mente o funzionare come stampo per la sintesi di 
DNA. L’RNA di virus a RNA a singola elica può rap- 
presentare il filamento positivo (cioè l’mRNA) o il 
filamento negativo (complementare all’mRNA). Il 
DNA virale può essere replicato in modo autonomo 
o essere inserito nel cromosoma dell’ospite per esse- 
re replicato con il DNA dell’ospite. Il DNA dei virus 
degli eucarioti può essere replicato e trascritto nel 
nucleo della cellula ad opera di enzimi cellulari op- 
pure nel citoplasma ad opera di enzimi codificati dal 
virus. Infatti, nel caso di virus ad RNA «negativo», 
gli enzimi che mediano la trascrizione dell'RNA vi- 
rale devono essere portati dal virione poiché la mag- 
gior parte delle cellule non ha la capacità di trascri- 
vere l’RNA. 

In questo capitolo vengono prese in considerazio- 
ne la struttura e la biologia di numerosi virus diver- 
si. Prenderemo in esame principalmente il virus del 
mosaico del tabacco (TMV), un virus a RNA; il 
virus del nanismo a cespuglio del pomodoro 
(TBSV), un virus sferico a RNA; il virus della scre- 
ziatura del baccello del fagiolo (BPMV), un vi 
rus a RNA; il parvovirus canino (CPV), un virus 
a RNA; il virus batterico MS2, un batteriofago a 
RNA; il batteriofago \, un batteriofago a DNA prov- 
visto di coda; e il virus dell’influenza, un virus 


a RNA dotato di rivestimento derivato dalla mem- 
brana dell’ospite. Sono stati scelti questi esempi per 
illustrare importanti aspetti della struttura, dell’as- 
semblaggio, della genetica molecolare e della strate- 
gia evoluzionistica dei virus. Gran parte di queste 
informazioni è rilevante ai fini della comprensione 
dei fenomeni cellulari corrispondenti. Il capitolo fini- 
sce con una discussione degli agenti patogeni sub- 
virali, agenti infettivi scoperti di recente che sono 
ancora più semplici dei virus. 


1. IL VIRUS 
DEL MOSAICO DEL TABACCO 


Il virus del mosaico del tabacco (TMV) deter- 
mina la formazione di chiazze decolorate sulle foglie 
della pianta del tabacco e di molte altre piante. È sta- 
to il primo virus ad essere scoperto (da Dimitri Iwa- 
nowsky nel 1892), il primo virus ad essere isolato 
(da Wendell Stanley nel 1935) e ancora oggi è il virus 
più studiato e meglio caratterizzato dal punto di vi- 
sta della struttura e dell’assemblaggio. In questo pa- 
ragrafo discuteremo di questi aspetti di TMV. 


A. La struttura 


1546] TMV è una particella a forma di bastoncino (Fig. 
32.1a) lunga -3000 A, del diametro di 180 A, con 


Figura 32.2 Un modello di TMV che illustra l’organizzazione ad elica 
delle subunità proteiche del capside e della molecola di RNA. L'RNA 
è rappresentato dalla catena rossa esposta sulla cima dell'elica virale. 
Sono mostrati solo 18 giri (415 A) dell'elica di TMV, che rappresenta- 
no — 14% dell'intera struttura a bastoncino di TMV. (Per gentile con- 
cessione di Gerald Stubbs e Keiichi Namba, Vanderbilt University 
e Donald Caspar, Brandeis University.) ; 
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Figura 32.3 Lo stato di aggregazione delle proteine del rivestimento o7L 
di TMV è illustrato come funzione del pH e della forza ionica. In ? 
condizioni basiche le subunità si aggregano in piccoli raggruppamen- 


Figura 32.5 Una rappresentazione a na- 
stro di due subunità di TMV incolonnate 


verticalmente viste perpendicolarmente al- 
ti. Intorno alle condizioni di neutralità e ad alta forza ionica la protei- 8 0,6 Proto h 7 l’asse dell’elica virale (freccia verticale sul- 
na forma un disco a doppio strato di 34 subunità. In condizioni acide = . elica VA eee la sinistra). Ciascuna subunità mostra quat- 
e a bassa forza ionica le subunità formano proto-eliche che si inco- 2 0,5 Elica È pare tro eliche che si estendono più o meno 
lonnano formando lunghe eliche. A pH neutro e a bassa forza ionica, q singola Pd radialmente (LR, RR, LS e RS) più una corta 
che assomigliano alle condizioni fisiologiche, la proteina forma eli- 5 7 » elica verticale (V), che include una parte 
che solo in presenza dell'RNA di TMV. (Fonte: DurHam, A. C. H., Le R, dell’ansa flessibile della struttura del di- 
FincH, ]. T. e KLuG, A., Nature London New Biol., 229, p. 38, 1971.) hi Disco .C sco (linee tratteggiate della Fig. 32.7). So- 


no illustrati tre giri successivi di RNA men- 
tre passano attraverso i rispettivi siti di le- 
game. Ciascuna subunità lega tre nucleo- 
tidi in modo che le loro tre basi (triangoli 
rossi) si stendono piatte contro l'elica LR 
in modo da afferrarla come fossero arti- 
gli. I residui Arg 41, 90 e 92 neutralizza- 
no le cariche negative dei tre gruppi 
zucchero-fosfato dell'RNA (oval). (Fonte: 
Casjens, S., in Casjens, S., (curatore), Vi- 
rus Structure and Assembly, p. 78, Jones 
‘C and Bartlett, 1985.) 
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re RT] La proteina del capside di TMV paralleli. 
ar, SY si aggrega dando origine L'analisi ai raggi X di questo gel da parte di Kenneth 
ITA a bastoncini elicoidali simili al virus Holmes e di Gerald Stubbs ha rivelato una struttura 
Proto-elica ATA di risoluzione sufficiente (2,9 A) a mostrare il ripie- 
NES 4 Lo stato di aggregazione della proteina del cap-  gamento della proteina e dell'RNA (Figg. 32.5 e Fig. 
RITI side proteico di TMV è dipendente sia dal pH che 32.6). Questo studio è integrato dalla determinazione 
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subunità per giro del virione intatto. A pH neutro radialmente dall’asse del virus (Figg. 32.5-32.7). Nel 
Figura 32.4 Fotografie al microscopio elettronico (in alto) e diagramma interpretati- 
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À : a Ca e a bassa forza ionica le subunità formano corte eli- disco una delle connessioni più interne tra queste eli- 
vo (in basso) di aggregati di proteine del rivestimento di TMV che si formano \\yoa 9g), [) gi i ne 3) ST PED RETE q 
in seguito ad un rapido cambiamento di pH da 7 a 5 a bassa forza ionica. Questo Rea n 9), TAI che di poco più di due giri (39 + 2 subunità) chiamate che a, un’ansa di 24 residui (residui da 90 a 113; la 
cambiamento di pH determina la formazione da parte delle proto-eliche di eliche ag. «proto-eliche» (conosciute anche come «rondelle a spi- linea punteggiata nella Fig. 32.7) non è visibile, ap- 
che presentano delle intaccature, che non sono cioè perfettamente incolonnate, cao, rale»). Se il pH di queste proto-eliche è spostato a — 5, parentemente a causa della sua alta mobilità. Questa 
che in poche ore si uniscono formando dei bastoncini continui di proteine elicoi- ZII I i ì ? i : 
dali. (Per gentile concessione di Aaron Klug, MRC Laboratory of Molecular Biology.) EU SI esse si impilano perfettamente in fase e alla fine si ansa disordinata è presente anche nella proto-elica, 
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come dimostrato da studi mediante NMR. Nel virus, 
invece, l’ansa adotta una conformazione definita che 
comprende una breve a-elica che corre parallela al- 
l’asse del virus (V nella Fig. 32.5). Questo cambia- 
mento conformazionale, come vedremo, è un aspet- 
to importante dell’assemblaggio del virus. 

Nel virus, RNA è avvolto ad elica tra le subunità 
del rivestimento proteico con un raggio di — 40 À. 
La tripletta di basi che si lega a ciascuna subunità 
forma una struttura ad artiglio intorno a una delle 
eliche radiali (LR nella Fig. 32.5) in cui ogni base oc- 
cupa una tasca idrofobica. I residui Arg 90 e 92, che 
sono invarianti negli svariati ceppi noti di TMV e 
che fanno parte del disco e dell’ansa disordinata del- 
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Figura 32.6 Visione dall'alto di 17 subunità di proteine del capside 
di TMV, che rappresentano poco più di un giro dell'elica, sotto forma 
di complesso con un segmento di RNA di 33 nucleotidi. La proteina 
è rappresentata tramite i suoi atomi Ca, schematizzata come baston- 
cini elicoidali continui dal diametro di 2,5 A, con le sue catene latera- 
li acide (Asp e Glu) in rosso e le sue catene laterali basiche (Arg 
e Lys) in blu. Notate come le catene laterali acide formino un'elica 
dal raggio di 25 À che marca la cavità interna del virione mentre 
le catene laterali basiche formano un'elica dal raggio di 40 A che 
interagisce con la catena anionica di zuccheri e fosfati dell'RNA. (Per 
gentile concessione di Gerald Stubbs e Keiichi Namba, Vanderbilt 
University e Donald Caspar, Brandeis University.) 


Figura 32.7 La struttura del disco proteico di TMV in sezione trasver- 
sa, con le catene polipeptidiche illustrate mediante il diagramma a 
nastro. Le regioni flessibili sono anse disordinate di catena polipepti- 
dica e non sono quindi visibili nella struttura del disco determinata 
ai raggi X. Gli anelli proteici incolonnati interagiscono a livello del 
loro contorno esterno mediante un sistema di ponti salini (linee ros- 
se). (Fonte: Butter, P. ]. G. e KLuG, A., Sci. Am., 239, 5, p. 67, 1978. 
Copyright © 1978, Scientific American, Inc.) 


la proto-elica, così come Arg 41, formano legami sa- 
lini con i gruppi fosfato dell’RNA. 


B. L'assemblaggio 


[1549] Come si assembla il virione di TMV a partire 
dall’RNA e dalle subunità della proteina del capside? 
L’assemblaggio di ogni grosso aggregato molecolare, 
quale un cristallo o un virus, avviene generalmente 
in due stadi: (1) la nucleazione, cioè l’aggregazione 
in gran parte casuale di subunità che vanno a for- 
mare un complesso di nucleazione quasi stabile, che 
è quasi sempre il passaggio che determina il ritmo 
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del processo di assemblaggio; seguito dalla (2) cresci- 
ta, l’aggiunta cooperativa di subunità al complesso 
di nucleazione con un’organizzazione ordinata che di 
solito procede in modo relativamente rapido. Per TMV 
ci si potrebbe ragionevolmente aspettare che il com- 
plesso di nucleazione sia formato per lo meno dal- 
l’RNA virale in associazione con le 17 o 18 subunità 
necessarie a formare un giro di elica stabile, che pos- 
sa quindi crescere per accumulo di nuove subunità 
a una o a entrambe le estremità dell’elica. La bassa 
probabilità che un complesso di nucleazione così com- 
plicato ha di formarsi a partire dalle singole subuni- 
tà rende conto delle 6 ore di tempo necessarie per 
completare questo processo di assemblaggio in vitro. 
L’assemblaggio in vivo di TMV avviene però proba- 
bilmente molto più rapidamente. Un indizio sulla na- 
tura di questo processo in vivo è fornito dall’osserva- 
zione che se si mescolano all’RNA di TMV delle proto- 
eliche anziché delle singole subunità le particelle vi- 
rali complete si formano in 10 mifuti. Altri RNA 
non hanno questo effetto. Evidentemente, in vivo il 
complesso di nucleazione nell’assemblaggio di TMV 
è l’associazione di una proto-elica con un segmento 
specifico di RNA di TMV. (In precedenza si era as- 
sunto che il disco anziché la proto-elica formasse il 
complesso di nucleazione. È noto da allora, però, che 
il disco non si forma in condizioni fisiologiche e che 
la velocità di conversione a proto-elica in queste con- 
dizioni è troppo lenta per giustificare la velocità di 
assemblaggio di TMV.) 


L’assemblaggio di TMV avviene 
per aggiunta sequenziale di proto-eliche 


La regione specifica dell’RNA di TMV respon- 
sabile dell’inizio della crescita della particella virale 
è stata isolata con la tecnica ormai classica di prote- 
zione dalla nucleasi. L’RNA viene mescolato con una 
piccola quantità di proteina del capside in quantità 
sufficiente a originare un complesso di nucleazione 
ma non a sostenerne la crescita. L’RNA che non è 
protetto dalla proteina del rivestimento proteico vie- 
ne digerito dalla RNAsi, che lascia intatta solo la se- 
quenza d’inizio. Questo frammento di RNA forma 
un’ansa a forcina la cui sequenza apicale di 18 nu- 
cleotidi, AGAAGAAGUUGUUGAUGA, ha una G in 
ogni terza posizione (ricordate che ciascuna subuni- 
tà di proteina del capside lega tre nucleotidi) ma non 
ha C (Fig. 32.8). Studi di mutagenesi diretta a siti spe- 
cifici hanno confermato che questa sequenza di ini- 
zio è sufficiente a dirigere l’assemblaggio di TMV 
e che la regolare spaziatura di G e la mancanza di 
C sono importanti per questa funzione. L'alta affini 


tà del legame di TMV con questa sequenza d’inizio 
si spiega, in parte, con l’osservazione che le subunità 
proteiche si legano ogni terzo nucleotide con l’insoli- 
ta conformazione syn e che G assume questa confor- 
mazione più facilmente di ogni altro nucleotide (pa- 
ragrafo 28.3B). La mancanza di C forse impedisce il 
coinvolgimento di queste G in appaiamenti di basi. 

Il complesso d’inizio sopradescritto si trova a 1000 
nucleotidi dall’estremità 3’ dell’RNA di TMV. Il sem- 
plice modello, quindi, di assemblaggio virale in cui 
RNA venga sequenzialmente ricoperto dalle protei- 
ne andando da un’estremità all’altra non può quindi 
essere corretto. Piuttosto, la forcina di RNA d’inizio 
deve inserirsi tra gli strati proteici della proto-elica 
a partire dalla sua cavità centrale (Fig. 32.9a). Il lega- 
me con \’RNA, per ragioni spiegate più avanti, de- 
termina l’organizzazione dell’ansa disordinata, intrap- 
polando quindi ì’RNA (Fig. 32.9b). La crescita proce- 
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Figura 32.8 Il segmento iniziatore dell'RNA di TMV. Esso probabil- 
mente forma una struttura ad uncino di basi debolmente appaiate, 
come nel disegno, che si ritiene dia inizio all’assemblaggio di TMV 
legandosi specificamente alla proto-elica della proteina del capside. 
Notate come questa regione ad ansa dell'RNA abbia un segmento 
di 18 nucleotidi (in rosso) con una G ogni terzo nucleotide (ciascuna 
subunità di proteina del capside lega tre nucleotidi) ma nessuna C. 


tm sit E" RR I I III OÒL V7VV cp 


1138 Capitolo 32 


1551 


3' S' 


Figura 32.9 L'assemblaggio di TMV. (a) Il processo inizia con l’inser- 
zione dell’ansa a forcina formata dalla sequenza iniziatrice dell'RNA 
virale nella cavità centrale della proto-elica. (b) L'RNA si intercala 
quindi tra gli strati di proto-eliche portando quindi ordine nell’ansa 
disordinata e determinando l’intrappolamento dell'RNA stesso. (c) L'al- 
lungamento procede mediante l'aggiunta successiva di una proto-elica 
alla volta in cima al bastoncino che costituisce la struttura virale defi- 


de quindi per ripetizione di questo processo «in ci- 
ma» al complesso, spingendo quindi l'estremità 5’ 
dell'RNA su per la cavità centrale dell’elica virale in 
crescita (Fig. 32.90). 

Il modello di assemblaggio sopradescritto è soste- 
nuto da parecchie evidenze sperimentali: 


1. Fotografie al microscopio elettronico rivelano che 
i bastoncini parzialmente assemblati (Fig. 32.10) han- 


Figura 32.10 Fotografia al microscopio elettronico di particelle di TMV 
ricostituite che mostra come le loro due code di RNA emergano dalla 
stessa estremità del bastoncino virale in crescita. Una analisi di que- 
ste particelle indica che la lunghezza di una delle code, probabil- 
mente quella con l’estremita 3°, è costante (720 + 80 nucleotidi), 
mentre quella dell'altra coda è inversamente proporzionale alla lun- 
ghezza del rispettivo bastoncino incompleto. (Per gentile concessio- 
ne di K. E. Richards, CNRS.) 
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nitiva. Il conseguente legame dell'RNA a ciascuna proto-elica, che 
determina peraltro la loro conversione alla forma elicoidale, spinge 
l'estremità 5° dell'RNA verso l'alto lungo la cavità centrale, dal dia- 
metro di 40 À, del virus, formando un’ansa che progredisce con l'a- 
vanzare dell’estremità del virus che cresce. (Fonte: da un disegno 
fornito da Aaron Klug, Cambridge University.) 


no due «code» di RNA che fuoriescono da una 
estremità. 

2. La lunghezza della coda più lunga, presumibil- 
mente l’estremità 5’, diminuisce in modo lineare 
con la lunghezza del bastoncino, mentre la coda 
più corta mantiene una lunghezza più o meno 
costante. 

3. Gli esperimenti di digestione con nucleasi su ba- 
stoncini parzialmente assemblati indicano che 
l’PRNA è protetto con incrementi di — 100 nucleo- 
tidi, come ci si aspetta per fasi di allungamento 
che consistono nell’aggiunta di una proto-elica al 
bastoncino in crescita. 


La ricopertura dell’estremità 3’ dell'RNA, che avvie- 
ne con un meccanismo sconosciuto, è un evento tar- 
divo nell’assemblaggio di TMV. È stato dimostrato 
che l’RNA, che agisce come l’mRNA virale, porta il 
gene che codifica la proteina del capside vicino all’e- 
stremità 3’. Forse questo meccanismo di assemblag- 
gio permette la sintesi della proteina del capside fino 
agli stadi terminali dell’assemblaggio, permettendo 


quindi il completamento di questo processo. 


Repulsioni elettrostatiche ed interazioni steriche 
impediscono la formazione 
dell'elica in assenza di RNA 


Qual è il meccanismo che impedisce la forma- 
zione delle eliche proteiche del capside di TMV in 
assenza di RNA virale ma determina l’avvio dell’as- 
semblaggio del virus in sua presenza? Considerazio- 
ni strutturali suggeriscono che l’ansa disordinata delle 
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subunità di proteina del capside impedisca sterica- 
mente l’ulteriore crescita della proto-elica. Inoltre, co- 
me abbiamo visto (Fig. 32.3), lo stato di aggregazio- 
ne della proteina del capside varia con il pH. Studi 
di titolazione mostrano che ciascuna subunità ha due 
ionizzazioni con pK prossimi a 7, che devono essere 
attribuite ciascuna a gruppi carbossilici basici in mo- 
do anomalo, dato che la proteina del capside non ha 
residui His. I candidati più plausibili per questi car- 
bossili basici in modo anomalo sono due paia di grup- 
pi carbossilici intersubunità: Glu 95-Glu 106, mem- 
bri dell’ansa disordinata che interagiscono attraver- 
so l’interfaccia lato-lato di due subunità; e Glu 50-Asp 
77, che interagiscono attraverso l'interfaccia sopra- 
sotto di due subunità. Le repulsioni elettrostatiche 
tra queste cariche negative in uno spazio così ristret- 
to promuovono la formazione dell’ansa disordinata 
e favoriscono quindi la conformazione della proto- 
elica. Il legame della sequenza iniziatrice sull’RNA 
con la proteina fornisce apparenteniente abbastanza 
energia libera da superare queste repulsioni dando 
quindi inizio alla formazione dell’elica (un processo 
che parzialmente protona i gruppi carbossilici basici 
in modo anomalo; ricordate che cambiamenti di pK 
analogamente indotti da cambiamenti conformazio- 
nali si registrano con l’effetto di Bohr dell’emoglobi- 
na; paragrafo 9.2E). La crescita ulteriore del baston- 
cino virale può avvenire sui segmenti di RNA privi 
di questa sequenza come conseguenza delle intera- 
zioni di legame addizionali tra proto-eliche adiacen- 
ti. I gruppi carbossilici, evidentemente, agiscono come 
un interruttore negativo che previene la formazione 
di un’elica proteica in assenza di RNA in condizioni 
fisiologiche. 


2. I VIRUS SFERICI 


552]1 virus sferici più semplici, essendo insiemi di 
molecole uniformi, cristallizzano praticamente allo 
stesso modo delle proteine. Le tecniche di cristallo- 
grafia ai raggi X si possono quindi utilizzare per 
determinare strutture virali. In questo paragrafo 
prenderemo in considerazione i risultati di questi 
studi. 


A. L'architettura del virus 


[353] Le risorse genomiche molto limitate dei virus 
più semplici limitano in molti casi la possibilità per 
essi di avere più di un tipo di proteina nel loro capsi- 
de. Poiché queste subunità proteiche del capside so- 


no chimicamente identiche, devono assumere tutte 
una conformazione identica o quasi e avere intera- 
zioni simili con i loro vicini. Quali limitazioni geo- 
metriche sull’architettura virale impone questo fat- 
tore limitante? 

Abbiamo già visto che TMV risolve questo proble- 
ma assumendo una geometria elicoidale (Fig. 32.2). 
Le subunità proteiche del capside, sebbene distingui- 
bili geometricamente in questa elica lunga ma finita, 
hanno, con l’eccezione delle subunità alle estremità 
dell’elica, un ambiente virtualmente identico. Si dice 
che queste subunità sono quasi-equivalenti per in- 
dicare che non sono completamente indistinguibili 
come sarebbero in un oggetto i cui elementi fossero 
tutti correlati con una simmetria esatta. 


I virus sferici hanno capsidi icosaedrici 


[1554] Un secondo modello di organizzazione di subu- 
nità equivalenti in grado di incapsulare un acido nu- 
cleico è quello di un guscio poliedrico. Ci sono solo 
tre simmetrie poliedriche in cui tutti gli elementi sia- 
no indistinguibili: quelle di un tetraedro, di un cubo 
e di un icosaedro (Fig. 7.57c). I capsidi di queste strut- 
ture simmetriche avrebbero 12, 24 o 60 subunità ar- 
rangiate in modo identico sulla superficie di una sfe- 
ra. Un icosaedro, per esempio (Fig. 32.11a), ha 20 
facce triangolari, ciascuna delle quali presenta una 
simmetria tripla, per un totale di 20x3= 60 posizio- 
ni equivalenti (ciascuna rappresentata da un lobo nella 
Fig. 32.11b). Di questi poliedri l’icosaedro è quello 
che racchiude il maggior volume per subunità. La 
microscopia elettronica, infatti, dei cosiddetti virus 
sferici (come quelli nella Fig. 32.1b-g) ha rivelato che 
essi presentano tutti una simmetria icosaedrica. 


I capsidi virali assomigliano a cupole geodetiche , 


Se un acido nucleico virale deve essere protetto 
efficacemente da un ambiente ostile deve essere com- 
pletamente ricoperto da un rivestimento proteico. 
Molti acidi nucleici virali, tuttavia, occupano un vo- 
lume così grande che le subunità proteiche del loro 
capside dovrebbero essere enormemente grandi per 
permettere al loro capside di limitarsi alle 60 subuni- 
tà richieste da una simmetria icosaedrica perfetta. 
Quasi tutti i capsidi virali, infatti, hanno molto più 
di 60 subunità chimicamente identiche. Com'è possi- 
bile? 

Donald Caspar e Klug hanno proposto la soluzione 
per questo dilemma. Le facce triangolari di un ico- 
saedro possono essere suddivise in numeri integrali 
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(a) 


Figura 32.11 Un icosaedro. (a) Questo poliedro regolare ha 12 verti- 
ci, 20 facce a triangolo equilatero di identica taglia e 30 spigoli. Ha 
un asse di simmetria quintupla attraverso ogni vertice, un asse di sim- 
metria tripla attraverso il centro di ciascuna faccia, e un asse di sim- 


di triangoli equilateri della medesima dimensione (Fig. 
32.12a). Il poliedro che ne risulta, un icosadeltae- 
dro, presenta elementi di simmetria «locale» che met- 
tono in relazione le sue subunità (i lobi nella Fig. 
32.12b) in aggiunta alla sua simmetria icosaedrica esat- 
ta. Con simmetria locale si intende che la simmetria 
è solo approssimativa di modo che, contrariamente 
alla simmetria esatta, si interrompe su distanze più 
lunghe. Per esempio le subunità (lobi) della Fig. 
32.12b, che sono localizzati a ciascun vertice dei trian- 
goli di nuova generazione, formano dei raggruppa- 
menti i cui membri sono correlati da un asse di sim- 
metria sestupla locale. In questi raggruppamenti le 
subunità adiacenti non sono esattamente equivalen- 
ti; esse sono quasi-equivalenti. Per contro, le subuni- 
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(5) 


metria attraverso il centro di ciascuno spigolo. (b) Un disegno di 60 
subunità identiche (/obi) organizzati secondo una simmetria icosae- 
drica. (Copyright © Irving Geis.) 


(5) 


Figura 32.12 Un icosadeltaedro con T= 3. (a) Questo poliedro mostra 
la simmetria rotazionale precisa di un icosaedro (simboli pieni) assie- 
me ad assi di simmetria locale sestupla, tripla e doppia (simboli vuo- 
ti). Notate come gli spigoli dell’icosaedro sottostante (linee rosse trat- 
teggiate) non siano gli spigoli di questo poliedro e come i suoi assi 
di simmetria sestupla locali coincidano con i suoi assi di simmetria 
tripla esatta. (b) Disegno di un icosadeltaedro con T=3 in cui si mo- 
stra l’organizzazione di 3 gruppi quasi-equivalenti di 60 subunità cor- 
relate ad icosaedro (/obi). | lobi A (arancione) si concentrano intorno 
all'asse esatto di simmetria quintupla dell’icosadeltaedro, mentre i 
lobi B e C (blu e verdi) si alternano intorno ai suoi assi locali di 
simmetria sestupla. Le subunità, chimicamente identiche, della pro- 
teina del capside di TBSV sono organizzate in questo modo. (Copy- 
right © Irving Geis.) 
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Figura 32.13 Una cupola geodetica costruita secondo il piano di un 
icosadeltaedro con 7= 36. In questa fotografia sono visibili due dei 
suoi vertici pentagonali. (Stanley Schoenberger/Grant Heilman.) 


Figura 32.14 La subunità proteica del capside di TBSV è costituita 
da tre domini: P, che emerge dalla superficie del virione; S, che for- 
ma il capside e R, che si estende al di sotto della superficie del capsi- 
de dove partecipa al legame con I’RNA virale. | domini P e 5 sono 
composti prevalentemente da foglietti ripiegati £ antiparalleli. Il do- 
minio R non è visibile nella struttura virale determinata ai raggi X, 
così che la sua struttura terziaria è sconosciuta. (Fonte: OLSON, A. ]., 
Bricogne, G. e Harrison, S. C., /. Mol. Biol., 171, p. 78, 1983.) 


tà raggruppate intorno ai 12 assi di simmetria quin- 
tupla dell’icosaedro sono esattamente equivalenti. Le 
interazioni tra le subunità raggruppate intorno agli 
assi di simmetria sestupla locali sono quindi essen- 
zialmente versioni distorte di quelle intorno agli assi 
di simmetria quintupla. Le subunità proteiche di ogni 
capside virale a simmetria icosadeltaedrica devono 
quindi presentare gruppi alternativi di associazioni 
tra le subunità e/o avere sufficiente flessibilità con- 
formazionale per accomodare queste distorsioni. Gli 
icosadeltaedri sono in realtà figure familiari. La su- 
perficie sfaccettata di un pallone da calcio è un icosa- 
deltaedro. Analogamente, le cupole geodetiche (Fig. 
32.13), che sono state disegnate in origine da Buck- 
minster Fuller, sono porzioni di icosadeltaedri. È sta- 
to infatti il disegno di Fuller ad ispirare Caspar e Klug. 
Le cupole geodetiche sono strutture a guscio intrinse- 
camente rigide costruite da poche parti standard, che 
esibiscono un uso particolarmente efficiente dei ma- 
teriali strutturali e possono essere montate rapida- 
mente e facilmente. L'evoluzione dei capsidi dei virus 
sferici è stata presumibilmente guidata da questi stessi 
principi. 

Il numero di subunità di un icosadeltaedro è 607, 
dove con T viene definito il numero di triangola- 
zione (si può dimostrare che i valori permissivi di 
T sono dati da T=h?+hk=k?, dove h e k sono nu- 
meri interi positivi). Un icosaedro, l’icosadeltaedro 
più semplice ha T=1 (h=1, k=0) e quindi 60 subu- 
nità. L’icosadeltaedro con il livello di complessità suc- 
cessivo ha un numero di triangolazione di T=3 (h=1, 
k=1) e quindi 180 subunità (Fig. 32.12). Un capside 
con questa geometria ha tre diversi gruppi di subu- 
nità correlate che sono quasi-equivalenti l’una con 
l’altra (lobi A, B e C nella Fig. 32.12b). Sono stati iden- 
tificati capsidi virali icosadeltaedrici con T=1, 3 e 
4. Alcuni dei virus poliedrici più grossi possono for- 
mare icosadeltaedri con numeri di triangolazione an- 
che più grandi (anche se è stato dimostrato che pa- 
recchi di loro si basano su principi di montaggio in 
qualche modo differenti). Il valore T di ogni partico- 
lare capside dipende presumibilmente dalla curvatu- 

x ra intrinseca delle sue subunità. 


B. Il virus del nanismo a cespuglio 
del pomodoro 


iss6] 1 virus del nanismo a cespuglio del pomo- 
doro (TBSV) (Fig. 32.1c) è un virus sferico con T=3 
che ha un raggio di — 175 À. Consiste di 180 subuni- 
tà proteiche identiche, ciascuna di 386 residui (43 KD), 
che incapsulano un filamento di RNA a singola elica 
di —4800 nucleotidi (1500 kD; il filamento positivo 
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messaggero) e una singola copia di una proteina di 
— 85 kD. La struttura rivelata ai raggi X del cristallo 
di TBSV, la prima struttura virale ad essere determi- 
nata ad alta risoluzione, è stata descritta nel 1978 da 
Stephen Harrison. Le subunità proteiche del capside 
di TBSV presentano tre domini (Fig. 32.14): P, il do- 
minio C-terminale, che si proietta verso l’esterno del 
virus; S, che forma l'involucro della proteina; e R, 
il dominio N-terminale della proteina che si proietta 
all’interno e che è unito al dominio S da un braccio 
di connessione. I domini S e P sono quasi interamen- 
te composti di foglietti ripiegati 6 antiparalleli. 


Le subunità identiche di TBSV 
sì associano mediante contatti non identici 


mirino 


1557] Le subunità chimicamente identiche del capsi- 
de di TBSV occupano tre ambienti simmetricamente 
distinti denominati A, B e C (Fig. 32.15). Come può 
la proteina aggiustare i diversi contatti richiesti dai 
suoi svariati gruppi di associazioni analoghe ma non 
identiche? La struttura di TBSV rivela che contatti 
analoghi tra subunità variano sia tramite interazio- 
ni alternative che tramite distorsioni conformaziona- 
li delle stesse interazioni. L'interazione alternativa for- 
se più notevole è l’interdigitazione dei bracci che con- 
nettono i domini R e S delle subunità C. Questi bracci 
si estendono verso ciascun asse icosaedrico triplo (as- 
si di simmetria quasi-sestupli) nei solchi tra subunità 
B e C adiacenti e quindi scende a spirale attorno a 
quest’asse triplo formando una struttura simile al fo- 
glietto 8 che richiama i lembi sovrapposti di una sca- 
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Figura 32.15 L'organizzazione a icosadeltaedro con 7=3 delle subu- 
nità proteiche del capside di TBSV. Le subunità si presentano in tre 
«pacchetti» quasi-equivalenti, A, B e C. Le subunità di A si raccolgo- 
no intorno a ciascun asse di simmetria quintupla, mentre le subunità 
di B si alternano con le subunità di C intorno agli assi precisi di 
simmetria tripla (gli assi locali di simmetria sestupla). Le subunità di 
C sono disposte anche intorno all'asse di simmetria, mentre quelle 
di B e C sono correlate da assi locali di simmetria. Le subunità rispon- 
dono ai diversi requisiti conformazionali delle loro tre posizioni quasi- 
equivalenti mediante la flessione nella regione cardine tra i loro do- 
mini S e P (a destra e nelle sezioni). Paragonate questo disegno alla 
Fig. 32.12. (Fonte: HARRISON, S. C., Trends Biochem. Sci., 9, pp. 348, 
349, 1984.) 


Figura 32.16 L'architettura del capside di TBSV. (a) Le braccia di su- 
bunità C della proteina di TBSV si raccolgono intorno agli assi esatti 
di simmetria tripla del capside (triangolo) e si associano come foglietti 
ripiegati 8. La veduta è dall'esterno del capside. (Fonte: da un dise- 
gno di Jane Richardson, Duke University.) (b) Un disegno stereosco- 
pico di una sezione che mostra le braccia di subunità C dell’impalca- 
tura interna del capside. Le subunità, chimicamente identiche, A (blu 
scuro), B (azzurro) e C (rosso) sono rappresentate da sfere grosse, 
mentre i residui che comprendono le braccia di subunità C sono rap- 
presentate dalle sfere gialle piccole. Le braccia di subunità C si asso- 
ciano per formare uno scheletro icosaedrico (con T= 1) che apparen- 
temente gioca un ruolo rilevante nel tenere insieme il capside virale. 
Le istruzioni per guardare disegni stereoscopici sono date nell’appen- 
dice al Capitolo 7. (Per gentile concessione di Arthur Olson, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 
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Figura 32.17 L'organizzazione radiale di TBSV che illustra la distribu- 
zione dei suoi componenti proteici e dell'RNA. Le posizioni del do- 
minio R sono dedotte dalla lunghezza nota della loro catena. Solo 
circa la metà dei domini R è contenuta nel guscio proteico interno. 
(Fonte: Harrison, S. C., Biophys. /., 32, p. 140, 1980.) 


tola di cartone: la catena 1 va sopra la.catena 2 che 
va sopra la catena 3 che va sopra la catena 1 (Fig. 
32.160). Questa interazione, assieme alla stretta asso- 
ciazione tra subunità C adiacenti attraverso l’asse di 
simmetria dell’icosaedro (Fig. 32.15), determina l’or- 
ganizzazione delle 60 subunità C in una rete coeren- 
te (Fig. 32.165) che determina il numero di triango- 
lazione del capside di TBSV. 

Si può pensare, quindi, alle subunità C come alle re- 
sponsabili della formazione di un guscio icosaedrico 
con T=1 i cui intervalli sono riempiti dalle subunità 
A e B. 

I tre gruppi di subunità quasi-equivalenti assumono 
in qualche modo conformazioni differenti: la cernie- 
ra di 3 o 4 residui che mette in connessione i domini 
S e P (h nella Fig. 32.14) nelle subunità A e B ha 
un angolo diedro superiore di —30° a quello di C 
(Fig. 32.15, a destra). 

Ciò permette, a sua volta, che le interazioni tra i do- 
mini P risultino identiche nei dimeri AB e CC (i po- 
mi sporgenti della Fig. 32.15). Evidentemente in TBSV 
le associazioni tra i domini di subunità diverse sono 
più strette di quelle tra domini all’interno di una stes- 
sa subunità. 


La parte centrale di TBSV 
contenente l’RNA è disorganizzata 


L’intero braccio di connessione tra i domini R 
e S nelle subunità A e B, così come i loro pochi resi- 
dui iniziali nelle subunità C, non sono visibili nella 
struttura ai raggi X di TBSV, il che indica quindi 
che questi segmenti polipeptidici non hanno una con- 
formazione fissa. Studi di dispersione dei neutroni 
suggeriscono ciò non di meno che la proteina, costi- 
tuente forse una metà dei domini R, formi un guscio 
interno di 50-80 À di raggio. Si pensa che i rimanen- 
ti domini R si proiettino nello spazio tra il guscio 
interrio e il guscio esterno. 

L’RNA virale è assente dalla struttura ai raggi X, 
il che indica che anch’esso è disorganizzato. I sud- 
detti studi di dispersione dei neutroni rivelano che 
questo RNA è compreso tra il guscio proteico inter- 
no e il guscio proteico esterno (Fig. 32.17). Le limita- 
zioni volumetriche imposte da questa organizzazio- 
ne richiedono che l’RNA sia altamente compattato. 
Questo compattamento è reso possibile dal fatto che 
la maggior parte delle cariche negative dei gruppi 
fosfato dell’RNA sono neutralizzate dai numerosi re- 
sidui Arg e Lys carichi positivamente dei domini R, 
della faccia interna dei domini S e dei loro bracci 
di connessione. 


Altri virus a RNA delle piante 
sono notevolmente simili a TBSV 


1559) Sono state descritte le strutture di parecchi al- 
tri virus a RNA delle piante, comprese quelle del vi- 
rus del mosaico del fagiolo (SBMV) ad opera di 
Michael Rossmann e del virus satellite della ne- 
crosi del tabacco (STNV) ad opera di Bror Strand- 
berg. SBMV è un virus con T=3 che nella sua strut- 
tura quaternaria assomiglia da vicino a TBSV. 

Inoltre, la subunità proteica del capside di SBMV, di 
260 residui, anche se manca completamente di un 
dominio P ha un dominio S il cui scheletro polipepti- 
dico è quasi sovrapponibile a quello di TBSV (Fig. 
32.18a). La struttura quaternaria di STNV è diversa 
da quella di TBSV e SBMV; STNV è un virus a RNA 
con T= 1 il cui raggio di 100 À lo rende il più piccolo 
virione noto (il suo RNA di 1239 nucleotidi codifica 
solo il gene della proteina del capside virale; STNV 
può moltiplicarsi solo in cellule che siano coinfettate 
con il più complesso virus della necrosi del tabac- 
co TNV). Ciò non di meno, la proteina del capside 
di STNV, di 195 residui, che pure manca di un domi- 
nio P, ha un dominio S che strutturalmente assomi- 
glia a quelli di SBMV e TBSV. Evidentemente questi 
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Figura 32.18 Le strutture di (a) la proteina del capside di SBMV e 
delle proteine (b) VP1, (c) VP2 (assieme a VPA) e (d) VP3 di rinovirus 
umano. Notate la netta somiglianza strutturale tra le loro zone centra- 
li cilindriche a otto strisce di foglietto ripiegato 8 e quella del domi- 
nio S di TBSV (Fig. 32.14). Le proteine VP1, VP2 e VP3 del poliovirus 
sono analogamente simili. (Fonte: ROssmann, M. G., ARNOLD, E., ERICK- 
SON, ]. W., FRANKENBERGER, E. A., GRIFFITH, |. P., HEcHT, H.)., JOHN- 
son, ]. E., Kamer, G., Luo, M., Mosser, A. G., RUEcKERT, R. R., SHER- 
rv, B. e VRienD, G., Nature, 317, p. 148, 1985.) 


virus diversi dal punto di vista biochimico sono deri- 
vati da un progenitore comune. L’RNA di tutti que- 
sti virus sembra disorganizzato. 


C. | picornavirus 


La struttura ai raggi X di due agenti patogeni 
per l’uomo di natura virale è stata definita nel 1985: 
quella del poliovirus, la causa della poliomielite, 
ad opera di James Hogle; e quella dei rinovirus, la 
causa della rinite infettiva (cioè il raffreddore co- 
mune), ad opera di Rossmann. Entrambi gli agenti 
patogeni sono picornavirus, una grossa famiglia di 
virus animali che comprende gli agenti causali del- 
l'epatite A umana e della malattia della bocca e 


della zampa. I picornavirus (pico, piccolo + rna) so- 
no tra i più piccoli virus animali contenenti RNA: 
hanno una massa di —8,5 x 106 D di cui il — 30% 
è un filamento di RNA a singola elica di — 7 500 nu- 
cleotidi. Il loro guscio proteico icosaedrico, che misu- 
ra — 300 À di diametro, contiene 60 protomeri, cia- 
scuno composto da 4 proteine strutturali, VP1, VP2, 
VP3 e VP4. Queste 4 proteine sono sintetizzate da 
una cellula infettata come una poliproteina singola, 
che viene tagliata nelle singole subunità durante l’as- 
semblaggio del virione. I picornavirus possono esse- 
re altamente specifici per le cellule che sono in gra- 
do di infettare; il poliovirus, per esempio, si lega ai 
recettori che sono presenti solo su alcuni tipi di cel- 
lule dei primati. 

Le strutture di poliovirus, rinovirus e del virus del- 
la malattia della bocca e della zampa (FMDV; 
la cui struttura è stata determinata nel 1988 ad opera 
di David Stuart) sono notevolmente simili, sia l’uno 
con l’altro che con TBSV e SBMV. Nonostante le pro- 
teine VP1, VP2 e VP3 dei picornavirus non abbiano 
apparente similarità di sequenza l’una con l’altra o 
con le proteine del capside di TBSV e SBMV, queste 
proteine mostrano tutte una notevole somiglianza 
strutturale (Figg. 32.14 e 32.18; VP4, che è molto più 
piccola delle altre subunità, forma in effetti una esten- 
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sione N-terminale di VP2). Le subunità chimicamen- 
te distinte, infatti, dei picornavirus VP1, VP2 e VP3 
sono correlate pseudosimmetricamente da assi pseu- 
do-tripli che passano per il centro di ciascuna faccia 
triangolare del virione icosaedrico (T= 1) (Fig. 32.19). 
Le subunità A, B e C dei virus delle piante con T=3, 
chimicamente identiche ma distinte dal punto di vi- 
sta conformazionale, sono analogamente correlate in 
modo quasi-simmetrico da assi tripli locali disposti 
in modo analogo (Fig. 32.15). Queste somiglianze 
strutturali suggeriscono fortemente che i picornavirus 
e i virus sferici delle piante sono derivati tutti da 
un progenitore comune. 

I capsidi proteici di poliovirus, rinovirus e FMDV 
formano un guscio cavo che racchiude un nucleo cen- 
trale disorganizzato composto dall’RNA virale e da 
alcune proteine, analogamente a quanto si registra 
nei virus sferici delle piante. Questa organizzazione 
è vivacemente illustrata nella Fig. 32.20, che mostra 
sia la veduta interna che la veduta esterna del capsi- 
de del poliovirus. Notate come VP4 foderi in gran 
parte l’interno del capside. Notate anche la topogra- 
fia accidentata della superficie esterna del capside. 
Alcuni dei suoi solchi formano i siti di legame con 
il recettore tramite cui il virus viene diretto su cellu- 
le specifiche. 


D. La struttura del virus della screziatura 
del baccello del fagiolo 


Gsei]Il virus della screziatura del baccello del 
fagiolo (BPMV), la cui struttura ai raggi X è stata 
determinata con una risoluzione di 3,0 À, è un mem- 
bro del gruppo dei comovirus dei virus delle pian- 
te. Il genoma dei comovirus è contenuto in due mo- 
lecole di RNA a filamento singolo, ad andamento po- 


Figura 32.19 Organizzazione delle proteine VP1, VP2 e VP3 nel cap- 
side del rinovirus umano. (Fante: ROSSMANN, M. G., ARNOLO, E., ERICK- 
SON, }. W., FRANKENBERGER, E.A., GRIFFITH, ].P., HecHT, H.]., JOHNSON, 
J. E., Kamer, G., Luo, M., Mosser, A.G., RUEcKERT, R.R., SHERRY, B. 
e VriEND, G., Nature, 317, p. 148, 1985.) 


Figura 32.20 Un diagramma stereosco- 
pico del capside del poliovirus in cui 
la superficie interna è rivelata mediante 
la rimozione di due facce pentagonali. 
La catena polipeptidica è qui rappresen- 
tata con un tubicino ripiegato il cui vo- 
lume è approssimativamente quello della 
proteina e che è blu in VP1, giallo in 
VP2, rosso in VP3 e verde in VP4. Le 
subunità VP4, che segnano la superfi- 
cie interna del capside, si associano in- 
torno ai suoi assi di simmetria pentago- 
nale per formare uno scheletro simile 
anche se geometricamente distinto da 
quello formato dalle braccia di subuni- 
tà C di TBSV (Fig. 32.16). (Per gentile 
concessione di Arthur Olson, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 


sitivo, che sono incapsulate separatamente in rivesti- 
menti proteici identici. Il BPMV di cui è stata deter- 
minata la struttura conteneva solo il più piccolo di 
questi due RNA, quello che codifica le proteine del 
capside virale. i 

Il capside proteico di BPMV è un guscio icosadel- 
taedrico con simmetria pseudo T=3 costituito da 60 
protomeri, ciascuno dei quali è formato da tre domi- 
ni pseudo-equivalenti, analogamente a quanto verifi- 
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cato per le subunità VP1, VP2 e VP3 dei picornavi- 
rus (Figura 32.19), per un totale di 180 di questi do- 
mini per ogni particella di BPMV. Le proteine del 
rivestimento dei comovirus, come del resto quelle 
dei picornavirus, sono sintetizzate come una singola 
poliproteina che viene tagliata nelle subunità indivi- 
duali da proteasi virali. Diversamente dai picornavi- 
rus, però, gli equivalenti di VP2 e VP3 in BPMV ri- 
mangono legati covalentemente così che il rivestimen- 
to proteico di BPMV contiene solo due diversi tipi 
di subunità, una subunità piccola corrispondente a 
VPi e una subunità grande a due domini corrispon- 
dente a VP2 e VP3. Tutti e tre questi domini conten- 
gono lo stesso motivo a cilindro 6, a otto segmenti 
antiparalleli che è presente nelle proteine del capsi- 
de tanto dei picornavirus quanto di SBMV e TBSV 
(Figg. 32.14 e 32.18) nonostante la mancanza di simi- 
larità di sequenza tra queste diverse proteine. Inol- 
tre, le subunità/domini delle proteine del capside di 
comovirus e picornavirus i cui geni hanno posizioni 
corrispondenti occupano posizioni analoghe nei pro- 
pri capsidi. Poiché i comovirus sono gli unici esempi 
confermati di virus delle piante con simmetria pseu- 
do T=3, queste analogie strutturali suggeriscono che 
i comovirus abbiano un antenato simile ai picornavi- 
rus che forse passò dagli animali alle piante tramite 
un insetto. 

La struttura ai raggi X di BPMV è stata la prima 
struttura di un virus sferico il cui acido nucleico sia 
risultato sufficientemente ordinato da poter essere 
visualizzato. Si osserva un segmento ben ordinato di 
7 nucleotidi che ha una conformazione che si avvici- 
na ad un filamento di un’elica di RNA A (paragrafo 
28.2B). Tre di questi segmenti sono raccolti intorno 
a ciascuno degli assi di simmetria tripla (pseudo- 
sestupla) della particella virale e sembrano essere col- 
legati, 3’ — 5‘, da un segmento di 4 nucleotidi scar- 
samente ordinati. L’RNA quindi forma delle struttu- 


re a trifoglio di 33 nucleotidi intorno a ciascuno dei. 


venti assi di simmetria tripla della particella, che ren- 
de conto di circa il 20% dell’RNA incapsulato dal vi- 
rus. L’RNA si associa con la subunità grande mediante 
interazioni elettrostatiche e di van der Waals anche 
se il modello strutturale non ha raggiunto una riso- 
luzione sufficiente per escludere l’esistenza di qual- 
che legame idrogeno specifico. 


E. La struttura del parvovirus canino 


[562]I parvovirus, che causano numerose e gravi 
malattie in uomini ed animali, sono virus sferici di 
- 255 À di diametro che incapsulano una molecola 
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di DNA a filamento singolo di — 5000 nucleotidi. Il 
parvovirus canino (CPV), che è endemico in tutte 
le popolazioni di canidi sia selvatici che domestici 
che siano state esaminate, ha tre tipi di proteine del 
capside, VP1, VP2 e VP3. VP1 e VP2 sono il risultato 
di uno splicing alternativo dell’mRNA virale (para- 
grafo 33.3C) da cui deriva che VP1 differisce da VP2 
per avere un dominio N-terminale in più. Nella 
particella virale intatta VP3 viene formata mediante 
taglio proteolitico di 15-20 residui dell’estremità 
N-terminale di VP2. La particella virale contiene 60 
copie di una combinazione di VP2, VP3 e di un poco 
di VP1 organizzate con una semplice simmetria ico- 
saedrica (T= 1). La struttura ai raggi X di CPV deter- 
minata a una risoluzione di 3,25 À rivela che ciascu- 
na di queste subunità contiene lo stesso motivo a ci- 
lindro 8 di 8 segmenti antiparalleli presente nella 
maggior parte degli altri virus sferici di cui è nota 
la struttura. Segmenti di 11 nucleotidi si compattano 
in ciascuna delle 60 tasche simmetricamente correla- 
te presenti sulla superficie interna del capside e, co- 
me aggregato, rappresentano circa il 13% del geno- 
ma virale. Si notano solo pochi legami idrogeno 
proteina-DNA. 


F. La struttura del virus batterico MS2 


Il batteriofago ad RNA MS2 infetta solo E. coli 
F* (maschi) (paragrafo 27.1D) perché l’infezione ini- 
zia con l’adesione del virus ai pili F del batterio (vedi 
la Fig. 27.14). Il virione di MS2 consiste di 180 subu- 
nità identiche, di 13,7 kD, di proteina del rivestimento 
organizzate con una simmetria icosadeltaedrica con 
T=3 che incapsulano una molecola di RNA a fila- 
mento singolo, codificante (di «senso» positivo), lun- 
ga 3 569 nucleotidi. Il virione contiene anche una sin- 
gola copia della proteina A, di 44 KD, che si ritiene 
sia responsabile dell’adesione del virus ai pili F e de- 
ve quindi essere esposta sulla superficie del fago. 

La struttura ai raggi X a 3,3 À di MS2 rivela che 
il suo guscio proteico è formato da 60 protomeri trian- 
golari correlati con simmetria icosaedrica, ciascuno 
dei quali consiste di tre subunità chimicamente iden- 
tiche con conformazioni leggermente differenti, co- 
me in TBSV (Fig. 33.15). La proteina del capside di 
MS2, tuttavia, non contiene il motivo a cilindro 8 di 
8 segmenti antiparalleli presente in tutti gli altri vi- 
rus sferici di cui è nota la struttura. Ciascuna subuni- 
tà consiste piuttosto di un foglietto 8 di 5 segmenti 
antiparalleli che si affaccia all’interno della particella 
e ricoperto da un segmento f corto e tortuoso e da 
due a-eliche che si affacciano all’esterno del virus. 


| 
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Questo ripiegamento proteico non assomiglia quindi 
a nessuna struttura di quelle trovate in altri virus noti. 


3. IL BATTERIOFAGO X 


564] Il batteriofago \ (Figg. 32.1f e 32.21), un fago 
di coli di taglia media (58 milioni di D), ha una testa 
icosaedrica di 55 nm di diametro ed una coda flessi- 
bile di 15x 135 nm che presenta alla sua estremità 
una singola fibra sottile. Il virione contiene una mo- 
lecola di DNA-B a doppio filamento, lineare, di 48 502 
bp e di sequenza nota. Il fago À è, a tutt’oggi, il virus 
complesso più estesamente caratterizzato relativa- 
mente alla sua biologia molecolare. Come vedremo, 
infatti, in questo paragrafo, i suoi meccanismi di re- 
golazione genetica rappresentano i migliori paradig- 
mi a nostra disposizione per il controllo dello svilup- 
po negli organismi superiori e il suo assemblaggio è 
tra gli esempi meglio caratterizzati a nostra disposi- 
zione della morfogenesi di strutture biologiche. 

Il batteriofago \ aderisce al batterio E. coli tramite 
un’interazione specifica tra la coda fibrosa virale e 
una proteina di trasporto del maltosio (il prodotto 
del gene di E. coli lamB) che è un componente della 
membrana esterna del batterio. Questa interazione 
dà inizio a un processo complesso e poco noto per 
cui il DNA del fago è iniettato nella cellula ospite 
mediante la coda virale. Poco dopo l’ingresso nell’o- 
spite il DNA di), che ha estremità a filamento singo- 
lo complementari di 12 nucleotidi (estremità coesi- 
ve), circolarizza e viene chiuso covalentemente e su- 
peravvolto dalla DNA ligasi e dalla DNA girasi del- 
l'ospite (Fig. 32.22, Stadi 1-4). 


Figura 32.21 Uno schema del batteriofago \ indicante la localizza- 
zione dei suoi componenti proteici. Le lettere si riferiscono a proteine 
specifiche (prodotti genici; vedi il testo). La barra rappresenta 50 nm. 
(Fonte: EiserLING, F. A., in FRAENKEL-CONRAT, H. e WAGNER, R. R., (cu- 
ratori), Comparative Virology, Vol. 13, p. 550, Plenum, 1979.) 


A questo stadio il virus può «scegliere» tra due stili 
di vita alternativi (Fig. 32.22): 


1. Può seguire la familiare via litica in cui il fago 
viene replicato dall’ospite di modo che, dopo 45 
minuti a 37 °C, l’ospite lisa rilasciando una pro- 
genie di —100 fagi. 

. Il fago può intraprendere il cosiddetto ciclo liso- 
geno, in cui il suo DNA viene inserito in un sito 
specifico del cromosoma dell’ospite di modo che 
il DNA del fago viene replicato passivamente con 
il DNA dell’ospite. Ciò non di meno, anche dopo 
molte generazioni batteriche, se le condizioni lo 
permettono, il DNA del fago verrà escisso dal DNA 
dell’ospite per dare inizio ad un ciclo litico, con 
un processo noto come induzione. 


DN 


Come il fago scelga tra il ciclo litico ed il ciclo lisoge- 
no è il soggetto della paragrafo 32.3D. 

Il DNA del fago che sta seguendo il ciclo lisogeno 
viene definito come un profago, mentre l’ospite vie- 
ne chiamato un batterio lisogeno. Un’interessante 
proprietà dei batteri lisogeni è che essi non possono 
essere reinfettati da fagi del tipo di quelli che sono 
lisogenizzati: essi sono immuni da superinfezioni. 
Un batteriofago che è in grado di seguire sia il ciclo 
litico che quello lisogeno è noto come un fago tem- 
perato, mentre quelli che seguono solo il ciclo litico 
sono definiti virulenti. Si dice che i batteriofagi che 
si riproducono in modo litico sono impegnati nella 
crescita vegetativa. 

Oltre il 90% delle migliaia di fagi noti sono tempe- 
rati e, per contro, molti batteri in natura sono batte- 
ri lisogeni. La presenza di profagi tuttavia spesso non 
è stata notata poiché essi hanno scarsi effetti appa- 
renti sui loro ospiti. Il ceppo K12 di E. coli, per esem- 
pio, è stato per più di 20 anni l’oggetto di intensi 
studi prima che nel 1951 Ester Lederberg trovasse 
che esso è lisogeno per il batteriofago \ (evento che 
segna la scoperta tanto di questo fago quanto del fe- 
nomeno della lisogenia). 

I vantaggi del ciclo lisogeno sono chiari. Un paras- 
sita in grado di formare una associazione stabile con 
il suo ospite ha migliori possibilità di sopravvivenza 
a lungo termine di uno che invariabilmente distrug- 
ga il suo ospite. Un fago virulento, incontrando una 
colonia del suo batterio ospite, si moltiplicherà prodi- 
giosamente. Dopo che la colonia è stata completamen- 
te distrutta, però, può essere necessario molto tempo 
prima che un elemento della progenie incontri un 
altro ospite adatto in un mondo generalmente ostile, 
se mai lo incontrerà. Al contrario, un profago si mol- 
tiplicherà indefinitamente con il suo ospite finché l’o- 
spite rimane vitale. Ma che succede se l’ospite è mor- 
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A. Il ciclo litico 


perché l’impacchettamento deve essere completato 
prima che la cellula ospite venga enzimaticamente 


Sintesi di 
proteine virali 


Ciclo litico 


DNA del 
fago 


Il genoma del batteriofago ), come indica la sua 
mappa genetica (Fig. 32.23), codifica circa 50 prodot- 
ti genici e contiene numerosi siti di controllo. Notate 
l’organizzazione del cromosoma di \. I suoi geni so- 
no raggruppati a seconda della funzione. Per esem- 
pio, i geni coinvolti nella sintesi delle proteine della 
coda del fago sono organizzati in tandem verso il 
fondo della Fig. 32.23. Questa organizzazione, come 
vedremo, rende questi geni un operone, cioè un grup- 
po di geni trascritti insieme. La funzione di molti 
dei geni di \ e dei siti di controllo, assieme a quelli 
dell’ospite che sono importanti per la funzionalità 
del fago, sono elencati nella Tabella 32.1. 

Nella replicazione litica del fago ), come in amore 
e in guerra, l’individuazione del momento migliore 
è essenziale. Questo perché il DNA deve essere repli- 
cato in quantità sufficiente prima di essere reso indi- 
sponibile dal confezionamento in particelle virali e 


lisata. La trascrizione del genoma di \, che è eseguita 
dalla RNA polimerasi dell’ospite, è controllata sia nel 
ciclo litico che in quello lisogeno dai geni regolatori 
che sono colorati in rosso nella Fig. 32.23. 


II ciclo litico ha una fase precoce-immediata, 
una precoce-ritardata e una tardiva 


La trascrizione del ciclo litico ha tre fasi (Fig. 
32.24): 


1. La trascrizione precoce-immediata 
Poco dopo l’infezione del fago 0 induzione, la RNA 
polimerasi di E. coli inizia la trascrizione «verso 
sinistra» del DNA del fago iniziando dal promoto- 
re pr e la trascrizione «verso destra» (dal filamen- 
to di DNA opposto) a partire dai promotori pr e 
p'r (Fig. 32.240): 


Integrazione del 
DNA del fago nel 


DNA dell'ospite 


Figura 32.22 Il ciclo vitale del fago \. L'infezione dell'ospite batterico 
E. coli inizia quando il virus aderisce (si adsorbe) in modo specifico 
alla cellula ed inietta il suo DNA (1). Il DNA lineare quindi si circola- 
rizza (2) e inizia a dirigere il processo di infezione. Nel ciclo lisogeno 
il DNA del fago è integrato stabilmente ad un sito specifico nel cro- 
mosoma dell'ospite (3) ed è così (4) passivamente replicato con la 
cellula batterica. Alternativamente, il fago può intraprendere il ciclo 


talmente ferito? Il parassita muore con l’ospite? Nel 
caso del batteriofago ) sono per l’appunto tali condi- 
zioni traumatiche, l'esposizione ad agenti che dan- 
neggino il DNA dell'ospite o sconvolgano la sua re- 
plicazione, a indurre la fase litica. Questa è stata de- 
scritta come la risposta «scialuppa di salvataggio»: il 
profago fugge da un ospite condannato mediante la 
formazione di particelle virali infettive che hanno 
così almeno qualche possibilità di ulteriore replica- 
zione. Per contro, la lisogenia è indotta da condizioni 
di scarso nutrimento per l’ospite (i fagi possono re- 


5 
— ———_———_———_——_—— ++} 
Replicazione del DNA del fago O 


Ciclo ilisogeno 


Radiazioni UV 


litico in cui il DNA dirige la propria replicazione (5), così come la 
sintesi delle proteine virali (6) in modo tale che il risultato sia la lisi 
della cellula ospite accompagnata dal rilascio di — 100 fagi (7). Un 
danno al DNA, come quello causato per esempio dalla radiazione 
UV (8), induce l’escissione del DNA del profago dal cromosoma del 
batterio lisogeno (9) e avvia il fago al ciclo litico. 


plicarsi in modo litico solo in un ospite in crescita 
attiva) o dall’infezione di ogni cellula ospite da parte 
di un gran numero di fagi (la qual cosa segnala che 
i fagi sono prossimi ad avere eliminato l’ospite). 

Questo paragrafo descrive il sistema genetico che 
controlla la formazione ordinata delle particelle vi- 
rali nel ciclo litico, il meccanismo di montaggio di 
queste particelle virali e i meccanismi regolatori me- 
diante i quali il batteriofago ) seleziona e mantiene 
il suo ciclo vitale. Si ritiene che sistemi analoghi sia- 
no alla base di molti processi cellulari. 


Stabilizzatore 


cro, un secondo 
repressore 


Regolatore della 
sintesi di repressore 
\ e integrasi 

| Proteine della replicazione 
Regolatore Repressore \ del DNA fagico 


dei geni precoci 


È Regolatore dei 
w N 


della geni tardivi 
proteina c// 
Proteine cIIl Q 
fagiche di 1 bet s Proteine 
ricombinazione R della lisi 
exo R 


OL PL Or: PR 


| 
. Promotori e Pr Nul Taglio dei DNA 
Escissionasi — XS operatori precoci Promotore del cos al sito cos 
integrasi int gene tardivo % SEDERE 
Fago \ W 
48 502 nucleotidi B 
Nu3 
c 
Regione db D 


Figura 32.23 Una mappa gene- 
tica del batteriofago X che mo- 
stra la maggior parte dei geni 
strutturali (indicati all’esterno del 
cerchio) e i siti di controllo (in- 
dicati all’interno del cerchio). | 
geni che codificano le proteine 
regolatorie sono colorati in ros- 
so. In seguito a stivaggio nel vi- 
rione il cromosoma circolare vie 
ne tagliato al sito cos dando ori- 
gine a un DNA lineare. 


Geni della testa 


Geni della coda 
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Tabella 32.1 Geni e siti genetici importanti del batteriofago A 


Geni fagici 

cl Repressore \; stabilisce e OL, OR Operatori 
mantiene la lisogenia Pu Pu Pr, Prw Pre; PR Promotori 

cli, cl Stabiliscono la lisogenia tu, tri tra, tra, ER Siti di terminazione della 

cro Repressore di c/ e dei geni trascrizione 
precoci-immediati nutl, nutR Siti di utilizzazione di N 

N, Q Antiterminatori per i geni quit Siti di utilizzazione di Q 
precoci-immediati e precoci- ori Origine di replicazione del 
ritardati DNA 

O, P Riconoscimento dell'origine Geni dell'ospite 
nella replicazione del DNA lamB Proteina di riconoscimento del- 

int Integrazione ed escissione del l'ospite 
profago lig DNA ligasi 

xis Escissione del profago gyrA, gyrB DNA girasi 

B, C, D, E, W, Nu3, FI, FII Assemblaggio della testa rpoA, rpoB, rpoC Nucleo dell'enzima RNA 

G, H, 1,J, K, L M,U, V, Z Assemblaggio della coda polimerasi 

A, NuT Compattamento del DNA Po, Fattore di terminazione della 

R, S Lisi dell'ospite trascrizione 

b Regione dei geni accessori nusA, nusB, nusE Necessari per la funzione di 

gpN 

Siti fagici groEL, groES Assemblaggio della testa 

attP Sito di attacco per l'integrazione himA, himD Fattore di integrazione dell'ospite 
del profago hflA, hflB Degrada gpcl! 

attl, attR Siti di escissione del profago cap, cya Sistema di repressione da 

cos Siti delle estremità coesive nel cataboliti 
DNA lineare a doppia elica attB Sito di integrazione del profago 
(duplex) recA Induzione della crescita litica 

(a) Trascrizione precoce l1 

5'Rezione <A- 


clll N cl 
nutL Prot Pum OrPr 


© int xis 


nutR ta Pre ori tr tas pr qui tg cos 


SR Geni 
> DNL>- tardivi 


Trascrizione precoce 


tb ritardata 

S' L2 
C4A0RNRNNNSASSAS ANA 

Regione 


bi int xiso cIIl 


iu nutL pror Pam OrRPR 


__atiP_ Pi Ta mutl pio Pau 0apa MET ale — — P_i 


(c)ì Trascrizione tardiva 
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(i) Il trascritto «verso sinistra», L1, che finisce al 
sito di terminazione t;;, codifica il gene N. 

(ii) La trascrizione «verso destra» a partire da pr 
termina con un'efficienza del —50% a tg, 
dando origine al trascritto R1, e altrimenti 
termina a tro dando il trascritto R2. R1 con- 
tiene solo il trascritto del gene cro, mentre 
R2 contiene anche i trascritti dei geni cIl, O 
e PD. 

(ili) La trascrizione «verso destra» a partire da 
p'r per finire a t’g origina un trascritto cor- 
to, R4, che non codifica proteine. 

L1, R1 e R2 sono tradotti dai ribosomi dell’ospite 
dando origine a proteine la cui funzione è descritta 
più oltre. 
2. La trascrizione precoce-ritardata 
La seconda fase della trascrizione inizia non ap- 
pena si accumula una quantità significativa della 
proteina gpN (gp sta per prodotto del gene). Que- 
sta proteina agisce, con un meccànismo preso in 
considerazione più avanti, come un antitermina- 
tore di trascrizione ai siti di termine ti, tri € 
tra (Fig. 32.24b): 

(i) Il trascritto «verso sinistra» L1 si estende a 
formare L2 che contiene in più i trascritti dei 
geni cIII, xis e int (che codificano proteine 
coinvolte nel passaggio tra il ciclo litico e il 
ciclo lisogeno; paragrafi 32.3C e 32.3D) oltre 
ai trascritti genici della regione b (che codifi- 
cano le cosiddette proteine accessorie che 
aumentano l’efficienza della crescita litica, an- 
che se non sono essenziali). 

(ii) Il trascritto R3, che comprende R1 e R2, codi- 
fica un secondo antiterminatore, gp, la cui 
funzione è discussa più avanti. La traduzione 
continua di R2 e più tardi di R3, con produ- 
zione di gpO e gpP, proteine che sono en- 
trambe necessarie per la replicazione del 


< Figura 32.24 Espressione genica nel ciclo litico del fago X. | geni 


che codificano le proteine che sono trascritte «verso sinistra» e «verso 
destra» sono indicati sopra e sotto il cromosoma del fago. | siti di 
controllo sono indicati tra i filamenti di DNA. La mappa genetica 
non è disegnata in scala e non tutti i geni o i siti di controllo sono 
indicati. | trascritti sono rappresentati con frecce ondulate che punta- 
no nella direzione di allungamento dell'mRNA; le azioni delle protei- 
ne regolatorie sono indicate con frecce che puntano da ciascuna pro- 
teina regolatoria al sito/i che essa controlla. Il ciclo litico ha tre fasi 
trascrizionali: (a) trascrizione precoce-immediata, (b) trascrizione 
precoce-ritardata e (c) trascrizione tardiva. L'espressione genica in cia- 
scuna delle ultime due fasi è regolata da proteine sintetizzate nella 
fase precedente come è spiegato nel testo. Fonte: ArBER, W., in Hen- 
DRIX, R. W., ROBERTS, ]. W., STAHL, F. W. e WEISBERG, R. A., (curato- 
ri), Lambda Il, p. 389, Cold Spring Harbor Laboratory, 1983.) 


DNA di À, stimola la produzione del DNA 
virale. Analogamente la traduzione di R1 e 
più tardi di R3 origina la proteina Cro 
(gpcro), un repressore sia dei geni «verso de- 
stra» che dei geni «verso sinistra» (vedi più 
avanti; cro sta per controllo del repressore e 
di altre (other) cose). 
A questo stadio, circa 15 minuti dopo l’infezione, 
la proteina Cro si è accumulata in quantità suffi- 
ciente per legarsi agli operatori or e o, interrom- 
pendo quindi la trascrizione in partenza da pr e 
pr. Questo processo rappresenta più di un uso ef- 
ficiente delle risorse; l’espressione esagerata dei 
geni precoci, che avviene nel fago \cro7, danneg- 
gia la fase tardiva del ciclo litico. 
3. La trascrizione tardiva 
Nella fase finale della trascrizione (Fig. 32.24c), 
l’antiterminatore gpQ agisce estendendo il trascrit- 
to R4 attraverso t& per formare il trascritto R3. 
L’effetto di «dosaggio genico» delle circa 30 copie 
di DNA del fago accumulate dall’inizio di questo 
stadio determina la rapida sintesi tanto delle pro- 
teine che formano il capside (che sono tutte codi- 
ficate da geni tardivi; il loro assemblaggio per for- 
mare le particelle di fago mature è descritto nel 
paragrafo 32.3B), quanto di gpR e gpS, che cata- 
lizzano la lisi della cellula ospite (gpR è una en- 
dolisina, un enzima che idrolizza un legame pep- 
tidico nel muro di peptidoglicani della cellula ospi- 
te, paragrafo 10.3B; gpS interagisce con la mem- 
brana cellulare inducendo la formazione di pori). 
La prima particella di fago matura è completa cir- 
ca 22 minuti dopo l'infezione. 


L’antiterminazione richiede 
l’azione di numerose proteine 


[1567] Il controllo della trascrizione nel ciclo litico di 
\ è operato dall’antiterminazione mediata da gpN e 
gpO piuttosto che dal legame di un repressore all’ope- 
ratore, meccanismo che invece è usato nella regola- 
zione, per esempio, dell'espressione dell’operone lac 
(paragrafo 29.1B). gpN (12 kKD) agisce sia sui siti di 
terminazione g-dipendenti che su quello g-indipen- 
dente (tr; e tri sono g-dipendenti, mentre tr; è g-in- 
dipendente; la terminazione della trascrizione è di- 
scussa nella paragrafo 29.2E). SspN, però, non è attiva 
su qualunque sito di termine. L'analisi genetica di 
fagi mutanti con deficit dei meccanismi di antitermi- 
nazione ha infatti stabilito l’esistenza di due cosid- 
detti siti nut (che sta per utilizzo di N) che sono ne- 
cessari per l’antiterminazione: nutL, che è localizza. 
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to tra pr e N, e nutR, che è localizzato tra cro e tri 
(Fig. 32.24). Questi siti hanno sequenze nucleotidiche 
molto simili di 16 e 17 nucleotidi i cui trascritti pos- 
sono formare anse a forcina legate da legami idroge- 
no (Fig. 32.25a e D). 

I promotori di \ pr e pr non hanno alcun ruolo 
nella antiterminazione mediata da gpN. Si è raggiunta 
questa conclusione mediante la costruzione di un pla- 
smide contenente )nutR e il sito di terminazione tri 
tra un promotore diverso e un gene codificante la 
resistenza alla tetraciclina. L’antiterminazione dovreb- 
be, di conseguenza, conferire la tetraciclina-resistenza 
all'ospite. Quando questo plasmide è stato inserito in 
un E. coli con un gene cromosomico N attivo (il bat- 
terio era lisogeno per un profago ) mutante deficita- 
rio per quanto riguarda l’induzione), il ceppo otte- 
nuto è risultato tetraciclina-resistente. Ceppi carenti 
o di questo sito nut o di un gene N attivo, però, non 
possono crescere in presenza di tetraciclina. Il sito 
nut è quindi necessario e sufficiente per l’attività di 
SpN. J 


Il meccanismo di antiterminazione non è ben ca- 


ratterizzato. L'osservazione, tuttavia, che alcuni E. 
coli deficitari per quanto riguarda l’antiterminazio- 
ne presentano mutazioni che mappano nel gene rpoB 
(che codifica la subunità 8 della RNA polimerasi) sug- 
gerisce che gpN agisca sui siti nut in modo da rende- 
re la RNA polimerasi resistente alla terminazione. 
La RNA polimerasi modulata da gpN, infatti, sorpas- 
‘ serà i molti diversi siti di termine che possa incon- 
| trare sia naturalmente che per disegno sperimenta- 
le. Studi genetici hanno rivelato che l’antitermina- 
zione richiede la presenza di parecchi altri fattori 
dell’ospite chiamati proteine Nus (che sta per so- 
stanze che utilizzano N): i prodotti genici di nusA 
e nusB, che si legano a gpN, e quello di nusE, che 


G-A Figura 32.25 Le sequenze di RNA dei 
af i ba siti omologhi (a) nutL e (b) nutR e del 
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probabilmente fa la stessa cosa (e che, curiosamente, 
è la proteina ribosomica $10). In seguito all’incontro 
con un sito nut, gpN forma un complesso con le pro- 
teine Nus e la RNA polimerasi che viaggia con que- 
sto enzima durante l’allungamento e presumibilmen- 
te impedisce la terminazione della trascrizione. L’os- 
servazione che il ricoprire con ribosomi l’RNA nut 
blocca l’antiterminazione suggerisce fortemente che 
gpN riconosca questo sito sull’RNA, non sul DNA. 

gpQ, che supera tf permettendo la trascrizione 
tardiva, agisce su un sito gut (analogo ai siti nut) che 
è localizzato 20 bp a valle di p& e che può dare ori- 
gine a un’ansa ripiegata a forcina di RNA simile a 
quelle dei siti nut (Fig. 32.250). L’antiterminazione 
mediata da gpQ, com'è per quella mediata da gpN, 
richiede la partecipazione di gpnusA. 


gpO e gpP partecipano 
alla replicazione del DNA di À 


La replicazione del DNA nel fago ) è schema- 
tizzata nella Fig. 32.26. La microscopia elettronica ha 
indicato che negli stadi precoci dell’infezione litica 
la replicazione del DNA di \ avviene sia col sistema 
bidirezionale @ (paragrafo 31.1A) a partire da una 
singola origine di replicazione (ori) localizzata nel ge- 
ne O, sia col sistema del cerchio rotante (0) (paragra- 
fo 31.3B). Per gli stadi tardivi del programma litico, 
tuttavia, la replicazione del DNA È passata completa- 
mente, mediante un meccanismo sconosciuto, al si- 
stema del cerchio rotante (con la conseguente sintesi 
del filamento complementare). Nel processo di assem- 
blaggio del fago (paragrafo 32.3) il DNA concata- 
merico (cioè consistente di unità identiche collegate 
in tandem) è specificamente tagliato al suo sito cos 
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Figura 32.26 La replicazione del DNA nel ciclo litico del batteriofago 
\. Le particelle fagiche aderiscono alla cellula ospite (1) e iniettano 
il loro DNA lineare a doppia elica (2). Il DNA si circolarizza per 
appaiamento delle sue estremità complementari a filamento singolo 
(3), il cerchio tagliato che ne risulta viene chiuso covalentemente (4) 
e superavvolto (5) per l’azione sequenziale della DNA ligasi e della 
DNA girasi dell'ospite. La replicazione del DNA inizia sia seguendo 
il sistema 8 bidirezionale (6 e 7) che il sistema del cerchio rotante 
{8) ma negli stadi tardivi dell'infezione avviene esclusivamente col 
sistema del cerchio rotante. In questa figura le frecce blu indicano 
il DNA di più recente sintesi alle forcelle di replicazione e le punte 
di freccia rappresentano le estremità 3’ delle catene di DNA che cre- 
scono. Il DNA concatamerico prodotto col sistema dei cerchi rotanti 
è tagliato specificamente nei suoi siti cos (riquadri colorati) ed è stiva- 
to nelle teste del fago (9). L'aggiunta delle code (10) completa l'as- 
semblaggio delle particelle di fago mature, che sono ciascuna in gra- 
do di dare inizio ad un nuovo ciclo di infezioni. (Fonte: FURTH, M. 
E. e WICKNER, S. H., in HenpRIx, R. W., ROBERTS, ]. W., STAHL, F. W. 
e Weisserc, R. A., (curatori), Lambda Il, p. 146, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1983.) i 


(che sta per sito delle estremità coesive) dando origi- 
ne al DNA lineare a doppia elica che è contenuto nelle 
particelle virali mature. La scissione sfalsata della 
doppia elica è operata dalla cosiddetta terminasi, 
che è un complesso formato dalle proteine del fago 
gpA e gpNul. 

Il fago \ viene replicato dal sistema di replicazione 
del DNA dell’ospite (paragrafi 31.1 e 31.2) con la par- 
tecipazione di solo due proteine fagiche, gpO e gpP. 
gpO si lega alla regione ori del DNA del fago, men- 
tre gpP interagisce sia con gpO che con la proteina 
DnaB del primosoma dell’ospite. Si ritiene che gpO 
e gpP agiscano in modo simile alle proteine dell’ospi- 
te DnaA e DnacC, che sono necessarie per l’inizio del- 
la replicazione del DNA di E. coli (paragrafo 31.3C) 
ma non del DNA di À. Evidentemente gpO e spP 
servono a riconoscere il sito ori di \. 


B. L'assemblaggio del virus 


La testa del fago ) maturo contiene due protei- 
ne principali: gpE (38 kD), che forma il suo guscio 
poliedrico, e gpD (12 kD), che «decora» la sua super- 
ficie. Studi di microscopia elettronica indicano che 
entrambe queste proteine sono organizzate in un ico- 
sadeltaedro di T=7 e sono quindi presenti in nume- 
ro di 420 copie ciascuna per fago. La testa di \ contie- 
ne anche altre quattro proteine, gpB, gpC, gpFII 
e gpW, in un numero di copie da 6 a 15 ciascuna, 
che formano una struttura cilindrica che attacca la 
coda alla testa. Questa struttura di connessione è pre- 
sente su uno dei vertici quintupli della testa, di cui 
quindi rompe la simmetria icosaedrica. La coda è una 
struttura tubulare che consiste di 32 anelli esagonali 
incolonnati di gpV (31 kD) per un totale di 192 subu- 
nità. La coda inizia con un complesso organello pre- 
posto all’adsorbimento (adesione) formato da 5 pro- 
teine differenti, gpG, gpH, gpL, gpM e gpJ, e fini 
sce con un insieme di gpU e gpZ (Fig. 32.21). 
Lo studio dell’assemblaggio di un virus complesso 
è stato motivato dalla convinzione che esso possa for- 
nire informazioni fondamentali per la comprensione 
dell’assemblaggio degli organelli cellulari. L’assemblag- 
gio del fago viene studiato mediante una procedura 
sviluppata da Robert Edgar e William Wood che uni- 
sce genetica, biochimica e microscopia elettronica. 
Vengono generate mutazioni letali in determinate 
condizioni (o mutanti temperatura — sensibili, che 
sembrano normali a basse temperature ma mostra- 
no un fenotipo mutante a temperature più alte; o 
mutanti ambra sensibili al soppressore, paragrafo 
30.2E) che, in condizioni non permissive, blocchino 
l'assemblaggio del fago a vari stadi. Questo processo 
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determina l'accumulo di forme di assemblaggio in- 
termedie o di prodotti collaterali che possono essere 
isolati e caratterizzati strutturalmente mediante mi- 
croscopia elettronica. La proteina mutante può esse- 
re identificata tramite un processo noto come com- 
plementazione in vitro (in analogia con la comple- 
mentazione genetica in vivo; paragrafo 27.1C), in cui 
vengono mescolati estratti cellulari che contengono 
queste strutture intermedie con la corrispondente 
proteina normale, dando origine a particelle fagiche 
infettive. 

L’assemblaggio del batteriofago \ segue una via ar- 
ticolata in cui le teste e le code dei fagi sono montate 
separatamente e vengono quindi unite per dare origi- 
ne a virioni maturi. 


L’assemblaggio della testa del fago 


1570) L'assemblaggio della testa del fago ) avviene 
in cinque stadi (Fig. 32.27, a destra): 


1. Tre proteine del fago, gpB, gpC e gpNu3 (19 KD), 
assieme a due proteine dell’ospite, gpgroEL (un 
multimero di 14 identiche subunità di 65 KD) e 
gpgroESs (un multimero di 6-8 subunità identi- 
che di 15 kD), interagiscono per dare origine a 
un «iniziatore» non ancora ben caratterizzato che 
probabilmente consiste di gp8, gpC e gpNu3. Que- 
sto precursore della struttura di connessione tra 
testa e coda del fago maturo apparentemente or- 
ganizza la successiva formazione della testa del 
fago. Le proteine dell’ospite facilitano il corretto 
assemblaggio di questo precursore della struttura 
di connessione, forse impedendo la formazione di 
strutture «improprie» che potrebbero altrimenti 
formarsi in conseguenza della transitoria esposi- 
zione di superfici idrofobiche o cariche durante 
il processo di assemblaggio. gpgroEL, che è una 
delle proteine di E. coli più abbondanti, è per quasi 
il 50% omologa a una proteina del cloroplasto che 
risulta analogamente implicata nell’assemblaggio 
della ribulosio bisfosfato carbossilasi, l'enzima oli- 


Figura 32.27 L'assemblaggio del batteriofago \. Le teste e le code 
sono montate in vie separate prima di unirsi per formare le particelle 
mature del fago. In ciascuna delle due vie l'ordine delle varie reazio- 
ni è obbligatorio ai fini di un corretto assemblaggio. gpE, gpNu3, 
gpD e gpV sono sottolineate dai riquadri colorati per indicare il nu- 
mero relativamente ampio di queste proteine che è richiesto per l'as- 
semblaggio del fago. Fonte: GEORGOPOULOS, C., Tiuuv, K., CASIENS, S. 
e KATSURA, 1., in HENDRIX, R. W., ROBERTS, ]. W., STAHL, F. W. e WEI 
sgerG, R. A., (curatori), Lambda II, pp. 288, 336, Cold Spring Harbor 
Laboratories, 1983.) 
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gomerico che fissa CO; nelle piante superiori (pa- 
ragrafo 22.3A). La presenza infatti sia di gpgroEL 
che di gpgroES è essenziale per il corretto assem- 
blaggio della ribulosio bisfosfato carbossilasi 
espressa in E. coli. Proteine simili a gpgroEL sono 
state identificate anche in numerosi batteri e nei 
mitocondri di una grande varietà di eucarioti, sug- 
gerendo quindi che queste proteine siano dei me- 
diatori ubiquitari dell’assemblaggio di proteine oli- 
gomeriche. 

2. Si ritiene che gpE e gpNus3 si associno per forma- 
re una struttura chiamata protesta immatura. Se 
gpB, spgroES o gpgroEL sono difettose o manca- 
no, una parte di proteine gpE si assemblano in 
strutture spirali o tubulari, il che suggerisce che 
le proteine mancanti guidino la formazione di un 
corretto guscio proteico. L'assenza di gpNu3 de- 
termina la formazione di pochi gusci che conten- 
gono solo gpE. Evidentemente gpNu3 facilita la 
corretta costruzione del guscio e promuove l’asso- 
ciazione di gpE con gpB e gpCc. 

3. Durante la formazione della protesta matura, cir- 
ca il 75% di gpB (61 kD) viene tagliato dando ori- 
gine a gpB* (56 kD); spNu3 viene degradato e 
scompare dalla struttura; ciascuna gpC partecipa 
a una reazione di fusione-taglio con una gpE per 
formare le proteine ibride pX1 e p.X2 (p sta per 
proteina). Questo processo di maturazione, che 
coinvolge solo prodotti di geni del fago che fanno 
parte della protesta immatura, richiede che tutti 
i componenti della protesta siano presenti e fun- 
zionali; per cominciare, cioè, è necessario che la 
protesta immatura sia correttamente assemblata. 
Gli enzimi che catalizzano questo processo non 
sono però ancora stati identificati. 

4. Il DNA virale concatamerico viene stivato nella 
testa del fago e tagliato con un meccanismo di- 
scusso più avanti. Durante questo processo le pro- 
teine del capside subiscono cambiamenti confor- 
mazionali che risultano nell'espansione della testa 
del fago di due volte rispetto al suo volume origi- 
nario (un processo che in assenza di DNA avviene 
in urea 4M). gpD quindi si aggiunge al capside sta- 
bilizzando parzialmente la sua struttura espansa. 

5. Nello stadio finale dell’assemblaggio della testa del 
fago, gpW e gpFil si aggiungono sequenzialmente 
stabilizzando la testa e formando il sito di unione 
con la coda. 


Questi stadi dell’assemblaggio della testa del fago, così 
come alcune delle reazioni che li compongono, devo- 
no procedere secondo una sequenza temporale ob- 
bligata perché l’assemblaggio possa avvenire corret- 
tamente. È di particolare interesse il fatto che i com- 
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ponenti della testa matura del fago non si autoas- 
semblano completamente come, per esempio, fanno 
TMV (paragrafo 32.1B) e i ribosomi (paragrafo 30.34). 
Sono le proteine di E. coli gpgroEL e gpgroES, piutto- 
sto, a facilitare, come abbiamo visto, l'assemblaggio 
della struttura di connessione tra testa e coda. gpNu3, 
inoltre, che è presente con circa 200 copie nella pro- 
testa immatura ma è assente nella protesta matura, 
funziona evidentemente come una proteina «impal- 
catura» che organizza gpE in modo da determinare 
un corretto assemblaggio della testa del fago. Infine, 
si deve anche tenere presente che l’assemblaggio del 
fago sia anche diretto da processi enzimatici poiché 
coinvolge numerose reazioni proteolitiche. 


Il DNA viene compattato 
strettamente nella testa del fago 


Un problema interessante dell’assemblaggio del 
fago è: come fa la testa del fago, di 55 nm di diame- 
tro, a stivare una molecola di DNA rigida e lunga 
16500 nm? Sono stati proposti due modelli: 


1. La microscopia elettronica di fagi smembrati con 
cautela e la dispersione dei raggi X in soluzioni 
di fagi suggeriscono che il DNA sia avvolto stret- 
tamente in una struttura simile a un rocchetto (Fig. 


Figura 32.28 Modelli possibili per il compattamento del DNA a dop- 
pia elica all’interno della testa del fago: (a) Il modello del guscio con- 
centrico in cui il DNA è avvolto all’interno come un rocchetto di 
spago intorno all'asse maggiore del fago. (Fonte: HARRISON, S. C., /. 
Mol. Biol., 171, p. 579, 1983.) (b) Ii modello dell’avvolgimento a 
spirale in cui i filamenti di DNA corrono paralleli all'asse maggiore 
del fago con bruschi cambiamenti di direzione a 180° alla fine del 
capside. | ripiegamenti stessi sono arrangiati in modo radiale intorno 
all'asse maggiore del fago in gusci organizzati a spirale. (Fonte: BLAcK, 
L. W., NEWCOMB, W. W., Borinc, ]. W. e BROWN, ]. C., Proc. Nati. 
Acad. Sci., 82, p. 7963, 1985.) 
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32.28a). Poiché il DNA entra nella protesta del fa- 
go in forma lineare attraverso la struttura di con- 
nessione tra testa e coda (vedi più avanti), è stato 
proposto che la sua rigidità ne determinerebbe pri- 
ma l’avvolgimento contro la parete interna del gu- 
scio proteico rigido e quindi l’avvolgimento con- 
centrico verso l’interno, proprio come in un roc- 
chetto di spago. 

L’incisione dei fagi mediante ioni (un processo in 
cui dei fagi congelati vengono progressivamente 
consumati mediante bombardamento con un fa- 
scio di ioni Ar*) in cui solo un’estremità del DNA 
del fago sia radiomarcata indica che il primo DNA 
ad entrare nella protesta è quello più schermato 
dal fascio di ioni. Questa osservazione suggerisce 
che il segmento di DNA che entra per primo sia 
condensato al centro del capside, e si pone a soste- 
gno del modello dell’ «avvolgimento a spirale» di 
compattamento del DNA (Fig. 32.28D). 

Secondo entrambi i modelli, la linea tortuosa del 
DNA nei dettagli varia casualmente da particella 
a particella, come è indicato dall’osservazione che 
il DNA compattato può essere chimicamente le- 
gato con legame covalente al capside lungo qua- 
lunque punto della sua lunghezza. Entrambi i mo- 
delli di compattamento del DNA predicono che 
l'iniezione del DNA del fago nel batterio ospite 
avvenga con un processo inverso a quello di com- 
pattamento. 


D 


Il DNA viene «pompato» nella testa del fago 
con un processo sostenuto da ATP 


L’impacchettamento del DNA di \ inizia con il 
riconoscimento di una estremità coesiva libera sul DNA 
concatamerico da parte della terminasi (gpA + gpNu1). 
Il complesso che ne risulta si lega quindi alla prote- 
sta in modo da introdurre il DNA in un orifizio di 
20 À di diametro nella struttura di connessione tra 
testa e coda. L’estremità «a sinistra» del cromosoma 
di DNA entra nella protesta per prima, come è indi- 
cato dall’osservazione che solo questa estremità del 
cromosoma è impacchettata da un sistema in vitro 
quando vengono usati frammenti di restrizione del 
DNA di À. 

Lo stivaggio del DNA all’interno della testa di un 
fago deve essere un processo non favorevole sia dal 
punto di vista dell’entalpia che dell’entropia a causa 
della rigidità del DNA e delle repulsioni di cariche 
intramolecolari. L'osservazione che per lo stivaggio 
del DNA è necessaria la presenza di ATP suggerisce 
quindi fortemente che il DNA sia attivamente «pom- 
pato» nella testa del fago con un processo sostenuto 


dall’ATP. In un modello particolarmente affascinan- 
te di pompa del DNA, per cui però non c’è alcuna 
prova, l’idrolisi dell'ATP sostiene la rotazione della 
struttura di connessione testa-coda rispetto alla pro- 
testa in modo da avvitare il DNA scanalato nella te- 
sta del fago proprio come un’asta filettata in un da- 
do. L’iniezione del DNA di ) in un batterio ospite 
da parte di un fago maturo è probabilmente un pro- 
cesso spontaneo che, una volta che è stato avviato, 
è sostenuto dall’energia accumulata nel DNA com- 
pattato. 

Lo stadio finale nel processo di stivaggio del DNA 
è il riconoscimento e il taglio del sito cos successivo 
(Fig. 28.26) sul DNA concatamerico da parte della ter- 
minasi, probabilmente con la partecipazione di gpF7. 
Il fago contiene quindi un segmento unico di DNA 
(contrariamente ad alcuni fagi in cui la quantità del 
DNA stivato è limitata da un segnale «testa piena» 
che determina il fatto che essi contengono in qual 
che modo più DNA di un intero cromosoma). Il siste- 
ma di compattamento di \, infatti, compatterà effi- 
cientemente un DNA che sia dal 75% al 105% della 
lunghezza del DNA \ nativo purché sia fiancheggia- 
to da siti cos (il terzo centrale del DNA del fago, che 
codifica geni accessori non indispensabili, può essere 
sostituito da altre sequenze, rendendo quindi il fago 
\ un utile vettore per clonaggio molecolare; paragra- 
fo 28.8A). 


L’assemblaggio della coda 


L’assemblaggio della coda, che avviene indipen- 
dentemente da quello della testa, procede, come mo- 
stra un paragone tra le Figg. 32.21 e 32.27, dalla fi- 
bra della coda verso l’estremità che si lega alla testa. 
Questa serie rigorosamente ordinata di reazioni può 
essere suddivisa in tre stadi (Fig. 32.27, a sinistra): 


1. La formazione dell’ «iniziatore», che, alla fine, di- 
venta l’organello di adsorbimento (adesione), richie- 
de l’azione sequenziale su gpJ (la proteina della fi- 
bra della coda) dei prodotti dei geni fagici I, L, K, 
G, He M, rispettivamente. Di questi, solo gpI e gpK 
non sono componenti della coda matura. 

. In questo stadio, l’iniziatore forma il nucleo per 
la polimerizzazione di gpV, la proteina principa- 
le della coda, che origina la colonna di 32 anelli 
esamerici. Si ritiene che la lunghezza di questa 
colonna sia regolata da gpH che, come suggeri 
scono le evidenze a disposizione, si estende per 
la lunghezza della coda in crescita e in qualche 
modo ne limita l’allungamento. La lunghezza del- 
la coda di \, in apparenza, è regolata allo stesso 
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modo in cui viene determinata la lunghezza del- 
l’elica proteica di TMV (paragrafo 32.1B), anche 
se in TMV l’elemento di regolazione è una mole- 
cola di RNA e non una proteina. 

3. Nello stadio finale e di maturazione dell’assem- 
baggio della coda, gpU si attacca alla coda in cre- 
scita impedendone l’ulteriore allungamento. La co- 
da immatura che ne risulta ha la stessa forma del- 
la coda matura e può attaccarsi alla testa. Per dare 
origine ad una particella virale infettiva, tuttavia, 
la coda immatura deve essere attivata dall’azione 
di gpZ prima di attaccarsi alla testa. 

La coda completa si attacca spontaneamente a una 
testa matura di fago dando origine a una particel- 
la di fago \ infettiva (Fig. 32.27, in basso). 


L’assemblaggio di altri fagi a DNA 
a doppia elica assomiglia a quello di X 


L’assemblaggio di parecchi altri batteriofagi a 
DNA a doppia elica è stato studiato in dettaglio, par- 
ticolarmente quello dei colifagi T4, T7 e del fago 
lambdoide (simile a ) P.22 (che cresce in Salmonella 
typhimurium). Tutti questi virus sono assemblati con 
processi estremamente simili a quello del fago X. Il 
processo di assemblaggio della loro testa, per esem- 
pio, procede seguendo una sequenza di reazioni ob- 
bligatoria che prevede uno stadio di inizio, l’assem- 
blaggio su di una «impalcatura» della protesta, un pro- 
cesso di compattamento del DNA dipendente da ATP, 
in cui il DNA ha una conformazione compattata stret- 
tamente, mentre la protesta subisce un’espansione e 
una stabilizzazione finale. I fagi maturi vengono for- 
mati quindi con l’unione delle code assemblate sepa- 
ratamente alle teste finite e riempite di DNA. 


C. Il ciclo lisogeno 


La lisogenia si stabilisce con l’integrazione del 
DNA virale nel cromosoma dell’ospite accompagnata 
dall’inibizione dell’espressione di tutti i geni litici. Per 
il fago \ l’integrazione avviene mediante un proces- 
so di ricombinazione sito-specifica che differisce 
dalla ricombinazione in generale per il fatto che av- 
viene solo tra i siti cromosomici chiamati attP sul fa- 
go e attB sull’ospite batterico (Fig. 32.29). Questi due 
siti di attacco hanno una omologia di 15 bp (Fig. 32.30) 
e possono quindi essere definiti come sequenze POP” 
per attP e BOB’ per attB con O che denota la loro 
sequenza comune. L’integrazione del fago avviene con 
un processo il cui risultato è l’inserimento del cromo- 
soma del fago fiancheggiato dalla sequenza BOP' «a 
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Figura 32.29 Un disegno schematico che illustra: (1) la circolarizza- 
zione del DNA lineare del fago ) mediante appaiamento di basi tra 
le sue estremità complementari per formare il sito cos e (2) l’integra- 
zione/escissione di questo DNA nel/dal cromosoma di E. coli median- 
te ricombinazione sito specifica tra i siti att? del fago e att8 dell'ospi- 
te. Le regioni più scure nei siti att rappresentano le sequenze di cross- 
over omologhe di 15 bp (O), mentre le regioni più chiare simbolizza- 
no le sequenze uniche di origine batterica (B e B') e fagica (P e P?). 
(Fonte: LanDY, A. e WeisgeRG, R. A., in HENDRIX, R. W., ROBERTS, ]. 
W., StaH, F. W. e WeisgERG, R. A., (curatori), Lambda Il, p. 212, 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1983.) 


sinistra» (il sito attL) e dalla sequenza POB' «a destra» 
(il sito attR; Fig. 32.29). La natura del sito di crossover 
è stata determinata mediante l’uso di DNA batterico 
radiomarcato con 5°P e di DNA fagico non marcato. 
Il sito di crossover si presenta ad una posizione unica 
su ciascun filamento che sia spostato rispetto al suo 
filamento complementare per formare una giunzio- 
ne di ricombinazione sfalsata (Fig. 32.30). 


Una integrasi media l’integrazione del DNA 
di \ mentre per l’escissione del DNA 
di \ è richiesta inoltre una «escissionasi» 


1576) L'integrazione del fago è mediata da una inte- 
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rossi pio cscst grasi fago-specifica, il prodotto del gene \int, che 
att DSS It i “i TEAST ) af funziona in associazione con una proteina dell’ospite 
(POP) aagt CGAAAAAATATGATTCaac; chiamata fattore di integrazione dell’ospite (1HF). 
ù i L’integrasi, che si lega specificamente alla regione 
di comune ai siti di crossover (O), agisce in vitro come 
litica una topoisomerasi di tipo I (che taglia e risalda solo 
attB SOGEGOIPRI PIA TACTARETEE un filamento del DNA a doppia elica; paragrafo 28.50) 
(BOB) cggaCGAAAAAATATGATTBgaac ed è stato dimostrato che è in grado di risolvere strut- 
4 ture di Holliday sintetiche (strutture di crossover; pa- 
; ragrafo 31.6A). Sembra quindi probabile che il ta- 
Le Integrasi, glio e la risaldatura dei filamenti di DNA, che rap- 
IHF i (HF presenta l'evento del crossover, siano determinati da 
un’integrasi. IHF non ha una dimostrabile attività en- 
DTA donucleasica o topoisomerasica ma si lega specifica- 

Gal Tr IT mente a DNA che abbiano varie sequenze att. 
Liri ARATAT@ATTEaac Poiché l’integrazione virale non è un processo che 
i | consuma energia, perché l’integrazione del fago non 
n è immediatamente reversibile? La risposta sta nel fatto 
a] che l’escissione del profago richiede la partecipazio- 
all SCFERTri 7 SELRABITE, ne di una escissionasi, il prodotto del gene \xis, as- 

(BOP') 


cggaCGAAA AAATAT @aTI caaci sieme all’integrasi e a IHF. Apparentemente, il siste- 
TREIA MO SEI 


ma di ricombinazione di \ ha una asimmetria intrin- 


Figura 32.30 Il processo di ricombinazione sito-specifica che deter- 
mina l’inserzione/escissione del DNA del fago ) nel/dal cromosoma 
dell'E. coli ospite. Lo scambio avviene tra il sito attP del fago (blu) 
e il sito attB batterico (rosso) e i siti attL e attR del profago. L'interru- 
zione dei filamenti avviene approssimativamente nelle posizioni indi- 
cate dalle frecce corte. L'origine delle basi ombreggiate in colore più 
scuro in attR e attL è incerta. Le lettere maiuscole rappresentano le 
basi nella regione O comuni al DNA batterico e al DNA del fago, 
mentre le lettere minuscole indicano le basi che fiancheggiano i siti 
B,B,PeP. 


Figura 32.31 L'espressione dei geni (a) nell'avviamento e (b) nel man- 
tenimento della lisogenia da parte del batteriofago X. | simboli usati 
sono descritti nella didascalia della Fig. 32.24. (Fonte: ARBER, W., 


in Henorix, R. W., ROBERTS, ). W., StAHL, F. W. e WEISBERG, R. A., e 
(curatori), Lambda Il, p. 389, Cold Spring Harbor Laboratory, 1983.): 


seca che assicura la stabilità cinetica del prodotto del- 
l'integrazione lisogena. Il meccanismo mediante il 
quale la escissionasi inverte il processo di integrazio- 
ne è ignoto, anche se è stato dimostrato che questa 
proteina si lega specificamente a POB'. 


I livelli relativi della proteina Cro 
e del repressore cl determinano 
il ciclo vitale del fago \ 


L’instaurazione della lisogenia nel fago \ è av- 
viata da alte concentrazioni di gpeIl (vedi più avan- 
ti). Questo prodotto dei geni precoci stimola la tra- 
scrizione «verso sinistra» a partire da due promotori, 
pi (I sta per integrasi) e pre (RE sta per sintesi del 
repressore; Fig. 32.31a): 


(a) Instaurazione della lisogenia 
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1. La trascrizione avviata a partire da pi, che è lo- 
calizzato all’interno del gene ris, ha come risulta- 
to la produzione di integrasi ma non di escissio- 
nasi. Il DNA di X è quindi, di conseguenza, inte- 
grato nel cromosoma dell’ospite dando origine al 
profago. 

Il trascritto iniziato a partire da pre codifica il ge- 
ne cl il cui prodotto è chiamato repressore \ o 
cI. Il repressore \, come fa la proteina Cro (para- 
grafo 32.3A), si lega agli operatori o, e og bloc- 
cando quindi la trascrizione a partire da pi e pr 
rispettivamente (notate che questi operatori sono 
a monte dei loro promotori corrispondenti piutto- 
sto che a valle come nell’operone lac; Fig. 29.3). 
Entrambi i repressori quindi funzionano spegnen- 
do la sintesi dei prodotti dei geni precoci, compre- 
sa la proteina Cro e gpoell. 


: 


Spell è metabolicamente instabile (vedi più avanti) 
di modo che la trascrizione a partire da Pre cessa 
presto. Il repressore \ legato a or, ma non la protei- 
na Cro, tuttavia, stimola la trascrizione «verso sini- 
stra» di cI a partire da prm (RM sta per mantenimen- 
to del repressore; Fig. 32.31b). In altre parole, la pro- 
teina Cro reprime tutta la sintesi di mRNA mentre 
il repressore \ stimola la trascrizione del suo stesso 
gene mentre reprime la sintesi di tutti gli altri mRNA. 
Questa differenza concettualmente semplice tra V’a- 
zione del repressore X e quella della proteina Cro co- 
stituisce la base di un passaggio genetico (switch) che 
mantiene il fago \ stabile nel ciclo litico o nel ciclo 
lisogeno. Il meccanismo molecolare di questo passag- 
gio è descritto nel paragrafo 32.3D. Nei paragrafi se- 
guenti discuteremo di come questo passaggio sia 
orientato verso uno stato o verso l’altro. Dovreste ri- 
conoscere però che una volta che lo switch sia avvia- 
to in favore del ciclo litico, quando cioè la proteina 
Cro occupi oL e oR, il fago è irrevocabilmente orienta- 
to per almeno una generazione al ciclo litico. 


SgpceII viene inattivato quando la molteplicità 
del fago è alta o le condizioni 
di nutrizione sono povere 


(1578) La ragione per cui è necessaria un’alta concen- 
trazione di gpcII per stabilire la lisogenia è che que- 
sto prodotto dei geni precoci può stimolare la tra- 
scrizione da p; e da pre solo quando è in forma oli- 
gomerica. Ciò rende conto dell’osservazione che la 
lisogenia è indotta quando c’è una ampia (> 10) mol- 
teplicità di infezione (rapporto tra numero di fagi 
infettati e batteri) poiché questo effetto di dosaggio 
genico determina la sintesi di gpcII a pieno ritmo. 


gpcll è metabolicamente instabile poiché è proteo- 
lizzata preferenzialmente dalle proteine dell’ospite, 
in particolare gphflA e gphfIB. gpcIlI tuttavia, in 
qualche modo, protegge gpell dall’azione di gphflA; 
questa è la ragione per cui la sua presenza aumenta 
la lisogenizzazione (Fig. 32.310). L'attività di gphfla 
è dipendente dal sistema di repressione da cataboliti 
cAMP-dipendente dell’ospite (paragrafo 29.3C) come 
è indicato dall’osservazione che mutanti di E. coli de- 
ficienti in questo sistema lisogenizzano con una fre- 
quenza inferiore al normale. Se questi ceppi mutanti 
sono però anche hflA7, lisogenizzano con una fre- 
quenza superiore al normale. Apparentemente il si- 
stema di repressione dei cataboliti di E. coli, che re- 
gola la trascrizione di molti geni batterici, controlla 
l’attività di hflA, forse reprimendo direttamente la 
sintesi di questa proteina ad alte concentrazioni di 
cAMP. Questo spiega perché un cattivo stato di nutri- 
zione dell’ospite, che determina un aumento della con- 
centrazione di cAMP, stimola la lisogenizzazione. 
Una volta che un profago è stato integrato nel cromo- 
soma dell’ospite la lisogenia è mantenuta stabilmen- 
te di generazione in generazione dal repressore \. Que- 
sto deriva dal fatto che il repressore \ stimola la pro- 
pria sintesi a un ritmo sufficiente a mantenere la li- 
sogenia nella progenie mentre reprime la trascrizio- 
ne di tutti gli altri geni del fago. Il repressore \, in- 
fatti, è sintetizzato sufficientemente in eccesso da re- 
primere la trascrizione anche di fagi \ superinfettan- 
ti; questa proprietà è alla base del fenomeno dell’im- 
munità del batterio. Vedremo più avanti come av- 
viene l’induzione. 


D. Il meccanismo dello switch di X 

Il ciclo lisogeno è una via estremamente stabile 
di replicazione del fago \; in condizioni normali, i 
lisogeni si inducono spontaneamente solo circa una 
volta ogni 10° divisioni cellulari. L'esposizione tran- 
sitoria, però, a condizioni inducenti avvia la crescita 
litica in quasi ogni cellula della coltura batterica liso- 
genica. In questo paragrafo prenderemo in conside- 
razione come questo switch genetico, il cui meccani- 
smo è stato ampiamente chiarito da Mark Ptashne, 
possa reprimere la crescita litica così efficacemente 
pur rimanendo in equilibrio tale da stimolarla effi- 
cientemente se necessario. 


or consiste di tre subsiti palindromici omologhi 


Entrambi gli operatori a cui si legano il repres- 
sore \ e la proteina Cro, or e or, sono formati da tre 
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(a) 


5. TETECTCAGTATCACCGC CAGTGGTATTTATGTCAACACCGC CAGAGATAATTTATCACCGCE AGATGGTTATCTGTAT...3' 


3. ACACGAGTCATAGTGGCGGTCACCATAAATACAGTTGTGGCGG 


sata 


PL 


(EN 


(b) 


5'... TACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGATA AATATCTAACACCG 


TCETCTATTAAATAGTGGCGTCTACCAATAGACATA... S' 


" 
Li 


PR 


e 


TGCGTGTTGACTATTTTACCOTO TEGCGGTGATAATGGTTGCA...3' 


3'... ATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTAT TTATAGATTGTGGCACGCACAAC TGATAAAATGGAGACCGCCACTATTACCAACGT 1,5! 


ri Dar 


PRM 


Figura 32.32 Le sequenze di basi delle regioni (a) or e (b) og del 
cromosoma del fago \. Ciascuno di questi operatori è formato da 
tre subsiti omologhi di 17 bp separati da corti spaziatori ricchi di 
AT. Ciascun subsito mostra un'approssimata simmetria palindromica, 


(b) 


(PETRI 


come è dimostrato dalla comparazione tra i due gruppi di lettere ros- 
se in ciascun subsito. Le frecce ondulate segnano i siti d'inizio e la 
direzione della trascrizione a partire dai promotori indicati. 


Figura 32.33 La struttura ai raggi X di un dimero dei domini N-terminali 
del repressore \ sotto forma di complesso con il DNA-8. (a) Modello 
grafico al computer del complesso in cui il DNA è blu, i due domini 
N-terminali del repressore sono giallo e violetto e le loro eliche di 
«riconoscimento» sono rosse. Notate come le braccia N-terminali del- 
la proteina si avvolgano intorno al DNA. Questo rende conto dell’os- 
servazione che i residui G nel solco maggiore sul «retro» del com- 
plesso repressore-operatore sono protetti dalla metilazione solo quan- 
do queste braccia N-terminali sono intatte. (Per gentile concessione 
di Carl Pabo, The Johns Hopkins University.) (b) Disegno interpretati- 
vo che illustra come i contatti tra i domini C-terminali del repressore 
{che non fanno parte della struttura determinata ai raggi X) mantenga- 
no intatto il carattere dimerico della proteina. Il repressore \ si lega 
ai subsiti operatori di 17 bp di o, e og come dimero simmetrico con 
il dominio N-terminale di ciascuna subunità che si lega specificamen- 
te a mezzo subsito. Notate come le eliche di «riconoscimento» a3 
delle unità @2-03, elica-curva-elica, simmetricamente correlate, si in- 
seriscano in giri successivi del solco maggiore del DNA. (Fonte: PTA- 
sHNE, M., A Genetic Switch, p. 38, Cell Press, 1986.) 


subsiti (Fig. 32.32). Questi subsiti sono chiamati OL, 
OL: € OL3 per OL; Ori) Or2 € Or3 per Or. Ciascuno di 
questi subsiti consiste di un segmento omologo di 17 
bp che ha una simmetria palindromica approssima- 
ta. Ciò non di meno, solo gli elementi di or formano 
i componenti dello switch di \. 


Il repressore \ e la proteina Cro assomigliano 
strutturalmente ad altri repressori 


[4581] Il repressore si lega al DNA come un dimero 
di modo che la sua simmetria combaci con quella 
dei subsiti degli operatori a cui si lega. La catena po- 
lipeptidica monomerica di 236 residui è ripiegata in 
due domini approssimativamente della stessa gran- 
dezza uniti da un segmento di circa 30 residui che 
viene prontamente digerito da enzimi proteolitici. I 


i 
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Figura 32.34 Struttura ai raggi X del dimero della proteina Cro che 
mostra il presunto complesso formato con il DNA-B. Notate come 
il repressore \ (Fig. 32.33), anche se per il resto diverso, contenga 
unità elica-curva-elica che pure si legano in giri successivi del solco 
maggiore del DNA. (Fonte: PrasHne, M., A Genetic Switch, p. 40, 
Cell Press, 1986.) : 


domini N-terminali isolati mantengono la loro capa- 
cità di legarsi specificamente agli operatori (anche 
se con solo metà dell’energia di legame del represso- 
re intatto), ma non possono formare dimeri. I domi- 
ni C-terminali possono ancora formare dimeri ma so- 
no privi della capacità di legarsi al DNA. Evidente- 
mente, il dominio N-terminale del repressore si lega 
all’operatore, mentre il suo dominio C-terminale for- 
nisce i contatti giusti per la formazione del dimero. 
Anche se il repressore \ non è stato cristallizzato, 
il suo dominio N-terminale, comprendente i residui 
da 1 a 92, così come deriva dalla digestione con la 
proteasi della papaya, papaina, cristallizza. La strut- 
tura ai raggi X di questa proteina, sia da sola che 
sotto forma di complesso con un DNA di 20 bp con- 
tenente la sequenza 011, è stata determinata da Carl 
Pabo. Il dominio N-terminale cristallizza come un di- 
mero simmetrico di cui ciascuna subunità contiene 
un braccio N-terminale e cinque a-eliche (Fig. 32.33). 
Due di queste eliche, a2 e @3, formano un motivo 
elica-curva-elica, analogo a quelli di altri repressori 
di cui è nota la struttura (paragrafi 29.3C e 29.3E). 
L’elica 23, l'elica di «riconoscimento», sporge dalla su- 
perficie della proteina in modo tale che le due eliche 
«3 della proteina dimerica si inseriscono nei solchi 
maggiori contigui del DNA operatore. Associazioni 
analoghe sono osservate nella struttura ai raggi X 
del frammento N-terminale del repressore del bat- 
teriofago 434 in complesso con 20 bp di DNA con- 
tenenti la sua sequenza operatore (Fig. 29.21). 
Anche la proteina Cro forma dimeri. Contrariamen- 
te al repressore \ o al repressore di 434, però, questo 


polipeptide di 66 residui forma solo un dominio che 
contiene sia il sito di riconoscimento dell’operatore 
sia i suoi punti di contatto per la dimerizzazione. 
La struttura ai raggi X di Cro, determinata da Brian 
Matthews, rivela che anche questo dimero contiene 
una coppia di unità elica-curva-elica arrangiate in mo- 
do tale che possono legarsi al DNA (Fig. 32.34). Que- 
sto modello è in accordo con gli studi mediante NMR 
di Ponzy Lu, che dimostrano che Cro si lega solo a 
una faccia del suo operatore, e con l’osservazione che 
Cro in primo luogo protegge i subsiti dell’operatore 
da modificazioni chimiche in due solchi maggiori con- 
tigui su di un lato del DNA. Il legame sequenza- 
specifico previsto da questo modello è vieppiù soste- 
nuto dagli studi genetici di Robert Sauer che indica- 
no che varietà mutanti di Cro, in cui sono stati cam- 
biati i residui proposti per il contatto con il DNA, 
sono deficienti nel legame con l’operatore. Infine, que- 
sto modello assomiglia molto alla struttura ai raggi 
X della correlata proteina Cro del fago 434 sotto 
forma di complesso con 20 bp di DNA contenente 
la sua sequenza operatore (Fig. 29.22). 

È stata determinata a una risoluzione di 3,9 À la 
struttura ai raggi X-della proteina XCro sotto forma 
di complesso con un DNA operatore di 17 bp che 
si lega strettamente ad essa. Nel legarsi al DNA il 
dimero della proteina Cro va incontro a profonde mo- 
dificazioni conformazionali relativamente alla strut- 
tura della proteina libera (Fig. 32.34), al punto che 
un monomero ruota di 40° relativamente all’altro gra- 
zie a una torsione dei due segmenti di foglietto £ 
mediante i quali i due monomeri si associano. Analo- 
gamente il DNA si piega di 40°, assumendo la forma 
di un boomerang, ma complessivamente conserva la 
struttura a DNA B. Il grado di risoluzione raggiunto 
in questo studio non è sufficiente a rivelare chiara- 
mente i dettagli molecolari delle interazioni proteina- 
DNA. 
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Figura 32.35 Il legame del repressore \ ai tre subsiti di og. (a) In 
assenza del repressore, la RNA polimerasi inizia la trascrizione ad 
alti livelli a partire da pg (a destra) ed a livelli basali a partire da 
Prw: (b) Il repressore ha un'affinità per og; —10 volte superiore a 
quella per og: € og3. Il dimero del repressore si lega quindi prima 
a ogi in modo da bloccare la trascrizione a partire da pg. (c) Un 
secondo dimero di repressore si lega a ora a una concentrazione di 
repressore solo leggermente più alta, a causa del legame specifico 
tra i domini C-terminali di repressori adiacenti. Nel far ciò, esso sti- 
mola la RNA polimerasi ad iniziare la trascrizione ad alti livelli a 
partire da pgm (a sinistra). (d) Ad alte concentrazioni di repressore, 
il repressore si lega a oz in modo da bloccare la trascrizione a par- 
tire da pr. (Fonte: PTASHNE, M., A Genetic Switch, p. 23, Cell Press, 
1986.) 


Figura 32.36 Il sistema genetico usato per studiare l’effetto del repres- 
sore X su prm. Il batterio contiene due operoni ibridi. Il primo (a 
sinistra) è un plasmide che porta l'operatore-promotore /ac (Op) fuso 
con il gene \cl in modo da fornire una fonte di repressore. Anche 
il gene /acl, che codifica il repressore /ac, è incorporato nel plasmide 
di modo che il livello del repressore X nel plasmide possa essere 
controllato dalla concentrazione di IPTG, l'induttore di /ac. Il secon- 
do operone (a destra) è trasportato da un profago che contiene il 
promotore prw fuso al gene /aczZ. Il livello di B-galattosidasi (gplac2Z) 
in queste cellule riflette quindi l’attività di prm. In esperimenti simili 
il gene cro ha sostituito \c/ e/o prm è stato sostituito da pr. (Fonte: 
PrasHne, M., A Genetic Switch, p. 89, Cell Press, 1986.) 
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Il repressore stimola la propria sintesi 
mentre reprime quella di tutti gli altri geni 


Esperimenti di protezione da agenti chimici e 
dalla nucleasi hanno indicato che il repressore X pre- 
senta il seguente ordine di affinità intrinseca per i 
subsiti di og (Fig. 32.35): 


Or1> Og2> 0R3 


Nonostante questo ordine, or, e Or, sono occupati 
quasi insieme. Questo deriva dal fatto che il repres- 
sore \ legato a or, promuove il legame cooperativo 
del repressore a ora tramite delle associazioni tra i 
loro domini C-terminali (Fig. 32.35). or; € Og: Sono 
quindi entrambi occupati a basse concentrazioni di 
repressore ), mentre 0g3 viene occupato a concen- 
trazioni più alte del repressore. 

Il legame del repressore \ a or, come abbiamo det- 
to prima, abolisce la trascrizione a partire da pr e 
stimola quella a partire da pr (Fig. 32.35c). Ad alte 
concentrazioni del repressore \, tuttavia, è repressa 
anche la trascrizione a partire da prm (Fig. 32.35dì. 
Questi fenomeni sono stati dimostrati chiaramente 
mediante la costruzione di una serie di operoni ibri- 
di che permettono lo studio dell’effetto del represso- 
re \ su un promotore in modo controllato. Il sistema 
ha due elementi (Fig. 32.36): 


1. Un plasmide che porta il gene lac! (che codifica 
il repressore lac; paragrafo 29.1A) e la sequenza 
dell’operatore-promotore lac fusa col gene cI. Que- 
sto costrutto permette di controllare direttamente 
la quantità di repressore ) prodotta variando la 
concentrazione dell’induttore di lac IPTG (para- 
grafo 29.1A). 

2. Un profago contenente og e contenente 0 prui, CO- 
me indica la Fig. 32.36, o pr fusi col gene laczZ. 
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La quantità del prodotto del gene l/acz, la 
B-galattosidasi, che può essere facilmente misura- 
ta, riflette l’attività di prm (0 pr. 


La manipolazione di questi sistemi ha dimostrato che 
a concentrazioni intermedie di repressore \ (quando 


Pr 


R R R : R R 

» fl $i 
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Figura 32.37 La risposta di prm e pr al livello di repressore |. La 
curva di prm è stata ricavata usando il sistema schematizzato nella 
Fig. 32.36, mentre la curva di pg è stata ottenuta usando un sistema 
analogo ma con pg invece che pgm fuso a /acZ. La quantità di re- 
pressore ) che stimola al massimo prm è approssimativamente quel- 
la che è presente in un X lisogeno. Una quantità di repressore per 
lo meno di cinque volte superiore è necessaria per reprimere l’attività 
di prm della metà della sua attività massima. | riquadri indicano lo 
stato di ciascun subsito og alle variè concentrazioni di repressore; 
in nero è indicata l'occupazione da parte del repressore. (Fonte: PTA- 
sHNE, M., A Genetic Switch, p. 90, ‘Cell Press, 1986.) 


Attività del promotore (6-galattosidasi) 


Figura 32.38 Si ritiene che il repressore \ legato a og: stimoli la tra- 
scrizione da prm mediante un'associazione specifica con la RNA po- 
limerasi che aiuti la polimerasi a legarsi al promotore. Questo model- 
lo è sostenuto dalla localizzazione dei residui alterati (pallini blu) 
in tre repressori mutanti che si legano normalmente a og ma non 
sono in grado di stimolare la trascrizione da pg. Le posizioni relati- 
ve del repressore e della RNA polimerasi sono stabilite dalla localiz- 
zazione di un gruppo fosfato (pallino arancione) la cui etilazione in- 
terferisce con il legame di entrambe le proteine al DNA. Per chiarez- 
za sono mostrate solo le unità @,-a3 elica-curva-elica del dimero del 
repressore. 


vw 


Fosfato 
condiviso 


OR: € Og2 sono occupati) la trascrizione a partire da 
pr è infatti repressa, mentre quella a partire da pru 
è stimolata (Fig. 32.37). La trascrizione a partire da 
Pra viene repressa solo ad alti livelli di repressore 
À (quando anche 0g3 è occupato). La stimolazione del- 
la trascrizione a partire da pry viene abolita da mu- 
tazioni di og che impediscono il legame del repres- 
sore, mentre la sua repressione ad alte concentrazio- 
ni di repressore è abolita da mutazioni di 0r3. L’oc- 
cupazione di og» da parte del repressore stimola 
la trascrizione a partire da pru mentre l’occupazio- 
ne di og3 la impedisce (Fig. 32.35c e dì). Allo stesso 
modo, l'occupazione di or; e/o og2 impedisce la tra- 
scrizione a partire da pr. In questo modo, il repres- 
sore ) impedisce la sintesi di tutti i prodotti dei geni 
fagici tranne se stesso. Ad alte concentrazioni di re- 
pressore, però, anche la sua sintesi è repressa, la qual 
cosa mantiene la concentrazione del repressore en- 
tro limiti ragionevoli. 

Quali sono le basi della notevole proprietà del re- 
pressore À di inibire la trascrizione a partire da un 
promotore e di stimolarla a partire da un altro? Tan- 
to la srandezza e la forma del repressore e della RNA 
polimerasi, entrambe note, quanto la loro posizione 
sul DNA come dimostrato da esperimenti di prote- 
zione chimica, indicano che il repressore su og, e la 
RNA polimerasi su pry sono in contatto (Fig. 32.38). 
Evidentemente, il repressore stimola l’attività della 
RNA polimerasi mediante il legame cooperativo reci- 
proco col DNA. Questo modello è stato corroborato 
dall’analisi di mutanti del repressore che si legano 
normalmente (o quasi) agli operatori ma non sono 
capaci di stimolare il legame della RNA polimerasi: 
tutti i residui mutati sono presenti nell’elica @2 op- 
pure nel segmento che la connette all’elica @3 e sono 
esposti sulla superficie della proteina che si ritiene 


fronteggi il sito di legame della RNA polimerasi (Fig. 
32.38). 
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Figura 32.39 Il legame della proteina Cro ai tre subsiti di or -0R3 
si lega al repressore — 10 volte più saldamente di quanto facciano 
ori 0 0R2. Il dimero del repressore quindi si lega prima a og3. Un 
secondo dimero si lega quindi a ogi 0 og. e in ogni caso blocca 
la trascrizione a partire da pg. Ad alte concentrazioni di Cro, tutti 
e tre i subsiti dell'operatore sono occupati. Paragonate questa sequenza 
di legame con quella del repressore \ (Fig. 32.35). (Fonte: PTASHNE, 
M., A Genetic Switch, p. 27, Cell Press, 1986.) 


Il legame della proteina Cro a og reprime tutti 
i geni di \ 


La proteina Cro si lega ai sottositi di or con un 
ordine opposto a quello del repressore \ (Fig. 32.39): 


Or3> Ora = OR1 


Questo legame non è cooperativo. Mediante esperi- 
menti simili a quelli schematizzati nella Fig. 32.36, 
ma con cro al posto di cl, è stato dimostrato che il 
legame della proteina Cro a or3 abolisce la trascri- 
zione a partire da prm. L’ulteriore aggiunta di Cro 


a O0r2 e/0 or inibisce la trascrizione a partire da pr. 


La risposta SOS induce la digestione 
mediata da RecA del repressore ) 


Un'ultima informazione ci permette di capire 
come funziona lo switch di À. Il ciclo litico è indotto 
da agenti che danneggiano il DNA dell’ospite o ne ini- 
biscono la replicazione. Queste sono proprio le condi- 
zioni che inducono la risposta SOS di E. coli: i fram- 
menti di DNA a singola elica che ne derivano attiva- 
no la proteina RecA a stimolare l’autodigestione del- 
la proteina LexA, il repressore del gene SOS, a un 
legame Ala-Gly (paragrafo 31.5D). La proteina RecA, 
attivata analogamente, stimola il taglio autocataliti- 
co del legame Ala 111-Gly 112 del monomero del re- 
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pressore \ (legame peptidico che si trova nel segmento 
polipeptidico che collega i due domini del repressore). 
La capacità del repressore di legarsi cooperativamente 
a og viene quindi abolita (Fig. 32.40a e b; i domini 
C-terminali possono ancora dimerizzare ma non col- 
legano più i domini N-terminali che legano il DNA). 
La conseguente riduzione della concentrazione di mo- 
nomeri liberi intatti sposta l’equilibrio monomero- 
dimero in modo tale che i dimeri legati all’operatore 
si dissociano per formare monomeri, che sono quin- 
di tagliati sotto l’influenza della proteina RecA atti- 
vata prima di potersi rilegare al loro DNA bersaglio. 

In assenza di repressore su or, i geni ) precoci, 
compreso cro, sono trascritti (Fig. 32.40c). Appena Cro 
si accumula, si lega prima a 0r3 così da bloccare an- 
che livelli basali di sintesi del repressore X (Fig. 
32.40d). Non essendoci quindi alcun meccanismo per 
inattivare selettivamente Cro, il fago entra irreversi- 
bilmente nel ciclo litico: lo switch di ), una volta av- 
viato, non può essere interrotto. Il profago è quindi 
escisso dal cromosoma dell’ospite ad opera dell’inte- 
grasi e dell’escissionasi prodotte nella fase precoce 
ritardata. 


La capacità di \ di rispondere con lo switch a 
determinate condizioni deriva da interazioni 
cooperative tra i suoi componenti 


La complessità del meccanismo di switch sopra- 
descritto lo dota di una sensibilità che non possono 
avere sistemi più semplici. Il grado di repressione 
su pr è una funzione ripida della concentrazione del 
repressore (Fig. 32.41, a destra): la repressione su pr 
in un lisogeno è normalmente completa al 99,7% ma 
cade alla metà di questo livello in seguito ad inattiva- 
zione del 90% del repressore. Questa ripida curva 
sigmoide di legame deriva dalla molto maggiore af 
finità per l’operatore dei dimeri del repressore para- 
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Figura 32.40 Lo switch di \. (a) Nel ciclo 
lisogenico due molecole dimeriche di re- 
pressore \ si legano cooperativamente, tra- 
mite associazioni tra i loro domini C- 
terminali, a ogi e 0g2. Questo evento im- 
pedisce l’accesso a pg della RNA polime- 
rasi dell'ospite. Tuttavia il repressore le- 
gato a 0R2 si associa, di nuovo per mez- 
zo del suo dominio C-terminale, con la 
RNA polimerasi su pgm, inducendo quin- 
di la trascrizione di c/, il gene del repres- 
sore \, a partire da questo promotore (frec- 
cia ondulata). (b) Un danno al DNA del- 
l'ospite, come quello causato per esem- 
pio da radiazioni UV, attiva la proteina 
RecA dell'ospite a stimolare l’auto- 
digestione dei monomeri di repressore \ 
ad uno specifico legame Ala-Gly situato 
tra i suoi due domini. (c) La conseguente 
degradazione dei monomeri di represso- 
re sposta l'equilibrio monomero-dimero 
di modo da liberare i subsiti ogi e oR2 
e renderli disponibili per il legame con 
la RNA polimerasi. Il risultato di ciò è la 
trascrizione dei geni precoci (Fig. 32.24), 
compreso cro, a partire da pg (freccia on- 
dulata). (d) La proteina Cro così sintetiz- 
zata si lega preferenzialmente ad 0g3 in 
modo da bloccare l’ulteriore trascrizione 
di cl a partire da prm. La crescita litica 
è quindi irreversibilmente indotta. 
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Figura 32.41 Le curve teoriche di repressione di \pr (a destra) e di 
un sistema semplice repressore-operatore come quello dell’operone 
lac (a sinistra). Notate la maggiore sensibilità del sistema di \ al cam- 
biamento della concentrazione del repressore. (Fonte: JOHNSON, A. 
D., PoTEETE, A. R., Lauer, G., SauER, R. T., AcKERS, G. K. e PTASHNE, 
M., Nature, 294, p. 221, 1981.) 
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gonati ai monomeri. Questa situazione, a sua volta, 
scaturisce dal rapporto cooperativo tra l’equilibrio 
monomeri-dimeri, il legame del dimero all’operato- 
re e l'associazione di dimeri legati a or: € Ora. Per 
contro, un promotore represso al 99,7% controllato 
dal legame di un repressore stabilmente oligomerico 
ad un singolo sito operatore, come avviene nel siste- 
ma lac, richiede l’inattivazione del 99% del represso- 
re per avere il 50% dell’espressione (Fig. 32.41, a si- 
nistra). La cooperazione dell’oligomerizzazione del re- 
pressore \ con il legame a siti operatori multipli è 
quindi responsabile della notevole capacità di rispo- 
sta dello switch di \ alle condizioni di salute dell’ospite. 


4. IL VIRUS DELL’INFLUENZA 


L'influenza è una delle poche malattie infetti- 
ve comuni che non riesca ad essere controllata dalla 
medicina moderna. Le sue epidemie annuali, una del- 
le quali è stata registrata da Ippocrate nel 412 a.C., 
sono occasionalmente sottolineate da pandemie rovi- 
nose. La pandemia influenzale del 1918, per esem- 
pio, che ha ucciso più di 20 milioni di persone e ne 
ha afflitte forse cento volte questo numero, è stata 
tra le piaghe più letali mai registrate (per contro 
AIDS ha ucciso meno di 100000 persone fino al 
1989). Da allora, ci sono state altre due pandemie di 
minore gravità, la cosiddetta Asiatica del 1957 e l’in- 
fluenza di Hong Kong del 1968. Tutte queste pande- 


Figura 32.42 Fotografia al microscopio elettronico del virus dell’in- 
fluenza mentre fuoriesce da cellule embrionali di pollo infettate. (Fonte: 
Sanpers, F. K., The Growth of Viruses, p. 15, Oxford University Press, 
1975.) 
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Figura 32.43 Disegno in sezione del virione dell'influenza. Le «pun- 
te» di HA e di NA sono inserite in un doppio strato lipidico che 
costituisce il rivestimento esterno del virione. La proteina della ma- 
trice, Mi, riveste la faccia interna di questa membrana. La parte cen- 
trale del virione contiene gli otto segmenti di RNA a singolo filamen- 
to che costituiscono il suo genoma, sotto forma di complesso con 
le proteine NP, PA, PB1 e PB2 con cui formano le strutture elicoidali 
chiamate nucleocapsidi. (Fonte: KapLan, M. M. e WEBSTER, R. G., 
Sci. Am., 237, 6, p. 91, 1977. Copyright © 1977 Scientific Ameri. 
can, Inc.) 


mie sono state caratterizzate dall’apparizione di un 
nuovo ceppo di virus dell’influenza verso cui la po- 
polazione umana aveva scarsa resistenza e contro cui 
non avevano effetto i vaccini anti-influenzali esisten- 
ti in precedenza. Per di più nel periodo tra le pande- 
mie il virus dell’influenza va incontro a variazioni 
antigeniche graduali che determinano la degenera- 
zione del livello di resistenza immunologica contro 
la nuova infezione. Quali caratteristiche del virus del- 
l'influenza gli permettono di evadere in questo mo- 
do le difese immunologiche dell’uomo? In questo pa- 
ragrafo discuteremo di questo problema e, nel fare 
ciò, esamineremo la struttura e il ciclo vitale del vi- 
rus dell’influenza. 


A. La struttura e il ciclo vitale del virus 


Fotografie al microscopio elettronico del virus 
dell’influenza (Fig. 32.1i) rivelano una collezione non 
uniforme di particelle sferoidali di circa 100 nm di 
diametro e la cui superficie è densamente costellata 
di «punte» che sporgono radialmente. Il virione del- 
l'influenza, che cresce per gemmazione dalla mem- 
brana plasmatica di una cellula infetta (Fig. 32.42), 
è un esempio di virus dotato di rivestimento. Il suo 
rivestimento esterno consiste di un doppio strato lipi- 
dico di origine cellulare che è attraversato da glico- 
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proteine integrali di membrana codificate dal virus, 
le «punte». Ci sono due tipi di queste «punte» di su- 
perficie (Fig. 32.43): 


1. Una punta a bastoncino formata dall’emoagglu- 
tinina (HA), così chiamata perché determina l’ag- 
glutinazione degli eritrociti. HA media il ricono- 
scimento delle cellule bersaglio dell’influenza le- 
gandosi specificamente a recettori della superficie 
cellulare (le molecole di glicoforina A degli eritro- 
citi; paragrafo 11.3C) che presentano residui di aci- 
do N-acetil-neuramminico (acido sialico) termina- 
li. Ciascun virione ha —500 copie di HA. 

2. Una punta a forma di fungo nota come neuram- 
minidasi (NA), che catalizza l’idrolisi della giun- 
zione tra un residuo terminale di acido sialico e 
un residuo di p-galattosio o di p-galattosammina. 
NA probabilmente facilita il trasporto del virus 
da e per il sito di infezione permettendone il pas- 
saggio attraverso il muco e impédendo l’autoag- 
gregazione virale. Ciascun virione ha — 100 copie 
di NA. 


Appena sotto la membrana virale c'è un guscio pro- 
teico spesso 6 nm formato da — 3 000 copie della pro- 
teina della matrice (M;), la proteina più abbon- 
dante del virione. 

Il genoma del virus dell’influenza è insolito per il 
fatto che consiste di 8 segmenti di diversa grandezza 
di RNA a singola elica. Queste molecole di RNA sono 
filamenti negativi; essi sono cioè complementari agli 
mRNA virali. Nella parte centrale del virus questi 
RNA sono sotto forma di complesso con quattro pro- 
teine diverse: la proteina del nucleocapside (NP), 
che è presente con —1000 copie, e 3 proteine, PA, 
PB1 e PB2, presenti in un numero di copie da 30 
a 60 ciascuna. I nucleocapsidi che ne risultano han- 
no l’aspetto di bastoncini flessibili. 

Gli 8 RNA virali, che variano in lunghezza da 890 
a 2341 nucleotidi, sono stati tutti sequenziati. Essi 
codificano le 7 proteine strutturali del virus (HA, NA, 
M;, NP, PA, PB1 e PB2) e 3 proteine non strutturali 
che sono presenti solo in cellule infettate (NS;, NS: 
e M:). Le dimensioni degli RNA e delle proteine so- 
no elencate nella Tabella 32.2. 


Il ciclo vitale del virus 


L’infezione da parte del virus dell’influenza di 
una cellula suscettibile inizia con l’adsorbimento me- 
diato da HA del virus a specifici recettori sulla mem- 
brana cellulare. Ciò è seguito dall’internalizzazione 
del virus mediante un meccanismo di endocitosi (pa- 
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Tabella 32.2 Il genoma del virus dell'influenza 


Segmento Lunghezza Polipeptide/i 
di RNA (nucleotidi) codificato/i 

1 2341 PB2 

2 2341 PBI 

3 2233 PA 

4 1778 HA 

5 1565 NP 

6 1413 NA 

7 1027 Mi, Ma 

8 890 NS,, NS; 


Fonte: Lam8, R. A. e CHoprin, P. W., Annu. Rev. Biochem., 52, p. 473, 1983. 


ragrafo 11.4B) in cui le membrane del virus e del 
l’endosoma si fondono con un processo che probabil- 
mente richiama quello schematizzato nella Fig. 11.44. 
Il contenuto del virus viene quindi introdotto nella 
cellula. Circa 20 minuti dopo l’infezione, i nucleo- 
‘capsidi ancora intatti si ritrovano nel nucleo cellula- 
re dove iniziano la trascrizione degli RNA virali 
(vRNA). I sistemi enzimatici cellulari sono incapaci 
di mediare questa sintesi di RNA su altro RNA come 
stampo. Questa è infatti attuata dal sistema di tra- 
scrittasi virale dell’RNA che è formato dalle proteine 
del nucleocapside. i 

La trascrizione del genoma del virus dell’influenza 
è interrotta se le cellule infettate vengono trattate 
con inibitori della RNA polimerasi II (che sintetizza 
i precursori dell’mRNA cellulare; paragrafo 29.2F) 
quali l’actinomicina D o l’a-amanitina. Nessuno di 
questi agenti però interferisce in vitro con l’attività 
trascrittasica virale. La soluzione di questo apparen- 
te paradosso è che in vivo la sintesi dell’mRNA virale 
è attivata da frammenti di mRNA cellulare di nuova 
sintesi che consistono di un cappuccio di 7-metil G 
(paragrafo 29.4A) seguito da una catena di 10-13 nu- 
cleotidi che termina con A o G (Fig. 32.44, in alto). 
Esperimenti di induzione di legami crociati covalen- 
ti, che indicano che PB2 e PB1 si legano rispettiva- 
mente al primer dotato di cap e alla catena primer, 
suggeriscono che PB2 funzioni riconoscendo il cap 
al 5’ mentre PB1 sia la endonucleasi che taglia i pri- 
mer dagli mRNA cellulari. 
L’abbondanza di NP suggerisce che essa abbia un ruo- 
lo strutturale nel nucleocapside. Si ritiene quindi, per 
un processo di eliminazione, che PA sia il compo- 
nente della trascrittasi virale che catalizza l’allunga- 
mento della catena di RNA. Gli mRNA virali, come 
la maggior parte degli mRNA cellulari maturi, han- 
no code di poli(A) alla loro estremità 3‘ (paragrafo 
30.4A). 
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Proteine virali 


5' 


| 


mRNA 3' 


mIGppparYiseere À GCTAAAGCAGG AAA» 


3 e 


vRNA 


1520 nucleotidi —__ 
20 min dopo l'infezione 


s' 


UCGGUUUCGUOO ANT GGAACAAAGAUGA 


30 min dopo l'infezione 


cRNA 


sì 
pppAGCEAAAGCAGG — _—____ CcUUGUUUCUACU 


Figura 32.44 La biosintesi di vRNA, mRNA e CRNA dell'influenza. 
sono indicati i nucleotidi conservati alle estremità dei segmenti di 
RNA. La testa con il «cap» al 5’ derivata dall’ospite del mRNA e la 
coda di poli(A) al 3’ sono colorate. (Fonte: Lam8, R. A. e CHOPPIN, 
P. W., Annu. Rev. Biochem., 52, p. 490, 1983.) 


Gli mRNA virali sono privi dei segmenti di 15-22 
nucleotidi che sono complementari all’estremità 5° 
dei loro vRNA parentali. Essi quindi non possono fun- 
zionare come stampo nella replicazione di vRNA. Con 
un processo di trascrizione alternativa che inizia cir- 
ca 30 minuti dopo l'infezione vengono sintetizzati 
vRNA complementari completi. I cosiddetti cRNA 
(Fig. 32.44, in basso), la cui sintesi non richiede un 
primer, iniziano con pppA alla loro estremità 5’ e 
sono privi di code di poli(A) (Fig. 32.44). I cRNA, quin- 
di, al contrario dei vRNA, non si associano con i poli- 
somi nelle cellule infettate. La sintesi di CRNA, al con- 
trario di quella dell’mRNA virale, richiede la conti 
nua produzione di proteine virali. Ciò suggerisce che 
le proteine virali non strutturali NS;, NS, e/o M2 mo- 
difichino la trascrittasi virale in modo da renderla 
indipendente dai primer, permettendole quindi di tra- 
scrivere interamente i vRNA. I cRNA costituiscono 
lo stampo per la sintesi di vRNA in un processo il 
cui meccanismo non è stato ancora chiarito. 


Figura 32.45 La gemmazione del virus dell'influenza dalla membrana 
cellulare dell'ospite. (a) Le glicoproteine virali, HA e NA, sono inseri- 
te nella membrana plasmatica della cellula ospite e la proteina della 
matrice, M}, forma il guscio che contiene i nucleocapsidi. (b) Il le- 
game della proteina della matrice ai domini citoplasmatici di HA e 
NA determina l'aggregazione di queste glicoproteine in modo da esclu- 
dere le proteine della membrana dell'ospite. (c) Il processo di legame 
induce l’avvolgimento da parte della membrana intorno al guscio di 
proteina della matrice di modo che il virione maturo sbocci dalla 
superficie cellulare dell'ospite. (Fonte: Witey, D. C., Wilson, I. A. 
e SkeHet, }. }., in JURNAK, F. A. e MCPHERSON, A., (curatori), Biological 
Macromolecules and Assemblies, Vol. 1: Virus Structures, Wiley, 1984.) 
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Il meccanismo dell’assemblaggio del virus dell’in- 
fluenza non è ben caratterizzato. Le glicoproteine che 
costituiscono le «punte» virali, HA e NA, sono sinte- 
tizzate mediante i ribosomi del reticolo endoplasma- 
tico ruvido, sono ulteriormente rimaneggiate nell’ap- 
parato di Golgi (paragrafo 11.3F) e sono quindi tra- 
sportate, presumibilmente, in vescicole rivestite di 
clatrina, in aree specifiche della membrana cellula- 
re. Qui si aggregano in numero sufficiente ad esclu- 
dere le proteine dell’ospite (Fig. 32.45a e D). Sì ritie- 
ne che la proteina M; formi un guscio che racchiu- 
de il nucleocapside e si lega a HA e NA sul lato inter- 
no della membrana citoplasmatica (Fig. 32.45b). Que- 
sto processo di legame determina la gemmazione del- 
l’intera struttura dalla superficie cellulare e quindi 
la formazione del virione maturo (Fig. 32.45c). Il ci- 
clo completo di infezione dura da circa 8 a 12 ore. 

Uno dei misteri dell’assemblaggio del virus dell’in- 
fluenza è come ciascun virione acquisisca una serie 
completa degli otto vRNA. Non c’è evidenza che i 
nucleocapsidi di nuova formazione siano fisicamente 
legati. Al contrario, nelle infezioni miste con vari cep- 
pi del virus dell’influenza il riassortimento dei loro 
segmenti genomici avviene con alta frequenza. È stato 
quindi suggerito che i nucleocapsidi siano seleziona- 
ti a caso ma che ciascun virione contenga un nume- 
ro sufficiente di vRNA da assicurare una ragionevo- 
le probabilità che una data particella sia infettiva. 
Questa proposta è in accordo con l’osservazione che 
aggregati di virus dell’irifluenza mostrano un’infet- 
tività aumentata, un fenomeno che probabilmente 
è a carico della complementazione dei loro vRNA. 
Alternativamente, gli otto vRNA potrebbero essere 
selezionati con un processo ordinato, un’ipotesi que- 
sta che è sostenuta dall’osservazione che virus matu- 
ri, ma non cellule infettate, contengono quantità ap- 
prossimativamente equimolari dei vRNA. 


B. Il meccanismo della variazione antigenica 


Il virus dell’influenza infetta moltissime specie 
di mammiferi e di uccelli oltre agli esseri umani. Si 
ritiene che gli uccelli migratori siano i principali vet- 
tori che trasportano i virus dell’influenza intorno al 
mondo. La specie-specificità di un particolare ceppo 
virale deriva presumibilmente dalla specificità di le- 
game della sua HA per i glicolipidi di superficie delle 
cellule. I virus dell’influenza sono classificati in tre 
tipi immunologici, A, B e C, a seconda delle proprietà 
antigeniche delle loro nucleoproteine e proteine della 
matrice. Il virus A, responsabile di tutte le maggiori 
pandemie degli esseri umani, è il solo che infetti gli 
animali. È stato quindi più studiato dei virus B e C. 


Cambiamenti nei residui di HA sono 
i responsabili della maggior parte di variazioni 
antigeniche dei virus dell’influenza 


HA, la proteina della superficie del virus più rap- 
presentata, è ampiamente responsabile della stimola- 
zione della produzione di anticorpi che neutralizzano 
il virus. Di conseguenza i diversi sottotipi di virus del- 
l’influenza originano principalmente per variazioni di 
HA. Le variazioni, che avvengono anche in NA, la 
sola altra proteina della superficie virale, hanno mi 
nori conseguenze immunologiche. 

Nei virus dell’influenza di tipo A sono stati osserva- 
ti due diversi meccanismi di variazione antigenica: 


1. La sostituzione antigenica, in cui il gene che co- 
difica una specie di HA è rimpiazzato da uno com- 
pletamente nuovo. Questo cambiamento può esse- 
re accompagnato o meno da una sostituzione di 
NA. Si ritiene che questi nuovi ceppi virali derivi 
no dal riassortimento dei geni tra virus dell’influen- 
za umani e animali. La sostituzione antigenica è 
responsabile delle pandemie di influenza poiché l’im- 
munità della popolazione umana verso ceppi virali 
precedentemente esistenti è inefficace contro il cep- 
po di nuova generazione. Evidentemente questi vi- 
rus avevano conservato il carattere genetico (sco- 
nosciuto) responsabile della virulenza nell’essere 
umano. 

2. La deriva antigenica, che procede mediante una 
successione di mutazioni puntiformi nel gene di 
HA che causano sostituzioni nei residui amminoa- 
cidici con conseguente attenuazione della risposta 
immunitaria dell’ospite. Questo processo avviene 
in risposta alla pressione selettiva portata dallo svi- 
luppo nella popolazione umana di una efficace im- 
munità contro i ceppi esistenti. 


All’inizio del 1976 a Fort Dix, nel New Jersey, si registrò 
la comparsa di un ceppo dell’influenza che presentava 
un tipo di HA tipico dell’influenza dei suini. Si ritiene 
che questo sottotipo virale sia il responsabile della grande 
pandemia del 1918 (anche se il virus dell’influenza non 
è stato isolato fino al 1933, individui che avevano con- 
tratto l’influenza durante la pandemia presentavano 
nel siero anticorpi contro l’influenza suina). Se questo 
nuovo ceppo fosse stato virulento, nessuno che all'epoca 
avesse meno di 50 anni sarebbe stato immune ad esso. 
Ci furono di conseguenza grandi preoccupazioni che ini- 
ziasse una pandemia mortale di influenza. Questa si- 
tuazione portò ad un programma di emergenza in cui 
ben oltre un milione di persone ritenute ad alto rischio 
(quali donne incinte e anziani) furono vaccinati contro 
l’influenza suina. 

Fortunatamente l'influenza suina del 1976 non era vi- 
rulenta; non si diffuse oltre Fort Dix. 
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Figura 32.46 La sequenza amminoacidica del virus dell'influenza di 
Hong Kong del 1968 con indicati il suo dominio esterno (tutta HAI 
e HA2 fino all’amminoacido 185 compreso), il suo dominio di anco- 
raggio alla membrana (da 185 a 211 di HA2) e il suo dominio citopla- 
smatico (212-221 di HA2). Sono indicate le posizioni della sequenza 
segnale che dirige l'inserzione della proteina nella membrana, dei pon- 
ti S-S, dei siti di attacco dei carboidrati (CHO), dei siti di attivazione 
della fusione e del sito di taglio della bromelaina. (Fonte: Wilson, I. 
A., SkeHeL, ]. J. e Witey, D. C., Nature, 289, p. 367, 1981.) 


HA è una glicoproteina 
transmembrana trimerica allungata 


1591] L’emagglutinina del virus dell’influenza gioca un 
ruolo centrale sia nel processo di infezione virale che 
nella determinazione delle misure e contromisure im- 
munologiche nella continua battaglia biologica tra ospi- 
te e parassita. Ciò ha motivato i notevoli sforzi fatti 
per chiarire le basi strutturali di queste proprietà. HA 
è un trimero di tre identiche subunità di 550 residui, 
il cui peso è per il 19% rappresentato da carboidrati. 
La proteina ha tre domini (Fig. 32.46): 


1. Un grosso dominio idrofilico contenente i carboi- 
drati che occupa la superficie esterna della mem- 
brana virale e che contiene il sito di legame con 
l’acido sialico. 


2. Un dominio idrofobico di 24-28 residui che attra-. 
versa la membrana e che è localizzato vicino all’e- 


stremità C-terminale del polipeptide. 

3. Un dominio idrofilico presente sul lato interno del- 
la membrana e che è formato dai 10 residui C- 
terminali della proteina. 


HA subisce una modificazione postraduzionale consi- 
stente nell’escissione di Arg 329 con conseguente for- 
mazione di due catene, HA1 e HA2, che sono legate 
da legami disolfuro. Questa modificazione, che non 
altera l'affinità del legame di HA col recettore, è ne- 
cessaria per la fusione del virus con la cellula ospite 
e attiva quindi l’infettività virale. 

HA può essere rimossa dal virione mediante tratta- 
mento con detergente, ma non si è riusciti a cristal- 


lizzare la proteina così solubilizzata. Tuttavia, il trat- 
tamento di HA derivata dal virus tipo Hong Kong 
(il nome dei sottotipi del virus dell’influenza deriva 
dal luogo della loro scoperta) con la proteasi di ana- 
nas, bromelaina, che taglia il polipeptide appena pri- 
ma del segmento che attraversa la membrana, dà ori- 
gine a una proteina idrosolubile che è stata cristalliz- 
zata. L'analisi ai raggi X di questi cristalli, ad opera 
di Don Wiley, ha rivelato una struttura insolita (Fig. 
32.47). Il monomero consiste di un lungo stelo fibro- 
so che parte dalla superficie della membrana e in 
cima al quale è collocata una regione globulare. Lo 
stelo fibroso, che è formato da residui di HA1 e HA2, 
comprende una notevole a-elica lunga 76 À (53 resi- 
dui in 14 giri). La regione globulare, che è formata 
solo da residui HA1, contiene un foglietto ripiegato 
8 ad otto elementi antiparalleli che forma la tasca 
che lega l’acido sialico. L’interazione dominante che 
stabilizza la struttura trimerica di HA è un segmento 
superavvolto a tre filamenti formato dalle a-eliche di 
76 À di ciascuna subunità (Fig. 32.48). La HA trime- 
rica è quindi una molecola allungata, lunga circa 135 
À con una sezione trasversa triangolare dal raggio 
variabile tra 15 e 40 À. Le catene di carboidrati, che 
sono unite alla proteina mediante legame N-glicosidico 
su ciascuna delle sue sette sequenze Asn-X-Thr/Ser 
(paragrafo 10.3C), sono localizzate quasi interamente 
lungo le superfici laterali del trimero. Il ruolo dei car- 
boidrati non è chiaro nonostante il fatto che essi co- 
prano quasi il 20% della superficie della proteina. L’os- 
servazione, tuttavia, che la generazione conseguente 
a mutazione di un nuovo sito di legame per oligosac- 
caridi blocca il legame degli anticorpi a HA suggeri- 
sce che i carboidrati contribuiscano a modulare l’an- 
tigenicità di HA. 


La variazione antigenica è il risultato 
di cambiamenti dei residui superficiali 


1592] siti antigenici di HA sono stati identificati me- 
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Figura 32.47 Struttura ai raggi X del monomero di emagglutinina del- 
l'influenza. (a) Lo scheletro polipeptidico è disegnato come un nastro. 
HAI è verde e HA2 è blu. (Per gentile concessione di Michael Carson, 
University of Alabama, Birmingham.) (b) Un disegno elaborato da un 
angolo di visuale in qualche modo diverso da (a) in cui HA2 è disegna- 
ta in colore. Le coppie di piccoli cerchi pieni rappresentano legami 
disolfuro. Le posizioni dei residui mutanti ai quattro siti antigenici sono 
indicate da cerchi pieni, quadrati, triangoli e rombi. | simboli vuoti 
rappresentano residui antigenicamente neutri. Notate la posizione della 
tasca che lega gli acidi sialici. (Fonte: un disegno di Hidde Ploegh, 
in WILSON, I. A., SKEHEL, ). ]. e Witey, D. C., Nature, 289, p. 366, 1981.) 


Figura 32.48 Diagramma a nastro del trimero di HA. Ciascuna catena P 
di HA1 e HA2 è disegnata in un diverso colore. Paragonate questo 
disegno con la Fig. 32.47a. (Per gentile concessione di Michael Car- 
son, University of Alabama, Birmingham.) 


diante mappatura delle modificazioni della sequenza 
di HA sulla struttura tridimensionale della proteina. 
I residui di HA che sono mutati in modo antigenica- 
mente significativo nei virus di tipo Hong Kong du- 
rante il periodo 1968-1977 sono indicati nella Fig. 
32.47b. Questi residui sono tutti presenti sulla superfi- 
cie della proteina, spesso in strutture polipeptidiche 
a cappio, mentre le loro variazioni in seguito a muta- 
zione influenzano i caratteri della superficie della pro- 
teina ma probabilmente non la sua struttura comples- 
siva o stabilità. I residui variabili sono raggruppati 
in quattro siti che circondano la tasca di HA che lega 
il recettore, formata da residui amminoacidici che so- 
no ampiamente conservati in numerosi ceppi di virus 
dell’influenza. 1 ceppi responsabili delle maggiori epi- 
demie influenzali tra il 1968 e il 1975 avevano almeno 
una mutazione in ciascuno di questi quattro siti anti- 
genici. Questo grado di variazione antigenica sembra 
necessario per reinfettare individui già infettati in pre- 
cedenza dallo stesso tipo di virus. Evidentemente, an- 
che anticorpi diretti contro residui conservati della ta- 
sca di HA che lega il recettore sono spostati dalla va- 
riazione antigenica che così facilmente avviene lungo 
il suo bordo (discuteremo delle interazioni antigene- 
anticorpo nel paragrafo 34.2B). 
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NA è una glicoproteina 
transmembrana tetramerica 


La neuraminidasi del virus dell’influenza è una 
glicoproteina tetramerica di subunità identiche di 469 
residui. Ha una testa globulare a forma di scatola at- 
taccata a uno stelo sottile che è ancorato alla mem- 
brana virale. La digestione con pronasi taglia NA pri- 
ma dei residui 74 o 77, dopo il sito di attacco alla 
membrana, dando origine a una proteina cristalliz- 
zabile ed enzimaticamente attiva. La struttura ai raggi 
X di questa proteina (Fig. 32.49) mostra che ha una 
simmetria quadrupla. Ciascuna unità monomerica è 


Figura 32.49 Il tetramero di neuramminidasi dell'influenza. In ciascu- 
na unità monomerica ciascuno dei sei foglietti ripiegati 8 a quattro 
elementi antiparalleli, topologicamente equivalenti, è ombreggiato in 
diverso colore. Le posizioni dei legami disolfuro sono indicate nella 
subunità in alto a sinistra. Nella subunità in basso a sinistra sono 
indicati i quattro siti di attacco dei carboidrati con cerchi pieni e i 
residui Asp che legano ioni Ca?* con frecce. Nel monomero in alto 
a destra, i cerchi pieni e i triangoli rappresentano rispettivamente i 
residui acidi e basici conservati che circondano il sito che lega gli 
acidi sialici rappresentato con una stella. Nel monomero in basso 
a destra le posizioni dei residui mutati nelle diverse varianti antigeni- 
che di NA sono indicati da quadrati pieni. (Fonte: VARGHESE, }. N., 
Laver, W. G. e COLMAN, P. M., Nature, 303, p. 35, 1983.) 
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composta da sei foglietti ripiegati 8 antiparalleli e to- 
pologicamente identici sistemati come le pale di un’e- 
lica. I residui di zucchero sono legati alla proteina 
su quattro dei suoi cinque siti potenziali di glicosila- 
zione con legame N-glicosidico Asn-X-Ser/Thr. 

Il sito di NA che lega l’acido sialico è localizzato 
in una grossa tasca sulla cima di ciascun monomero 
(la stella sulla subunità in alto a destra nella Fig. 32.49). 
Esso è circondato da residui polari che sono conser- 
vati in tutte le sequenze conosciute di NA. I cambia- 
menti di sequenza nelle varianti antigeniche di NA 
avvengono in sette segmenti della catena che forma- 
no una superficie quasi continua che circonda il sito 
catalitico (i quadrati sulla subunità in basso a destra 
nella Fig. 32.49) in modo analogo a quello del sito 
di HA che lega il recettore. Tra il 1968 e il 1975 NA 
ha mostrato lo stesso numero di cambiamenti di re- 
sidui nei suoi presunti determinanti antigenici di HA. 
Ciò non di meno, anticorpi contro NA non neutraliz- 
zano l’infettività. Essi piuttosto restringono i cicli mul- 
tipli di replicazione virale e probabilmente così atte- 
nuano la malattia. 


5. I PATOGENI SUBVIRALI 


{1594] Lo sviluppo dei concetti di patogenesi ha segui- 
to uno schema comune nell’evoluzione del pensiero 
umano: un’idea rivoluzionaria è avversata dagli espo- 
nenti dell’ortodossia stabilizzata, ma una volta che 
quest’idea è stata accettata diventa essa stessa una 
nuova ortodossia. Così le ipotesi sviluppate nei de- 
cenni 1870-1880 da Louis Pasteur e Robert Koch che 
i microorganismi potessero causare le malattie furo- 
no inizialmente messe in ridicolo dai sostenitori del- 
la teoria della generazione spontanea. Quando però 
i primi virus furono scoperti alla fine del dicianno- 
vesimo secolo, non fu per niente facile convincere 
i sostenitori della allora dominante teoria dei microor- 
ganismi che anche queste entità subcellulari potesse- 
ro essere agenti patogeni. Attualmente, le nostre idee 
sulla natura degli agenti patogeni stanno ancora evol- 
vendo. È stato recentemente dimostrato che anche 
agenti subvirali possono causare malattie infettive. 
Sono stati scoperti due tipi di queste sostanze: 


1. I viroidi, che sono piccole molecole di RNA a sin- 
golo filamento. 


2. I prioni, che sembra siano solo molecole protei- 
che. 


In questo paragrafo esporremo ciò che si sa su que- 
ste entità sorprendenti. Nel far ciò vedremo come 


alcune di queste nuove scoperte sembrano sfidare i 
principi fondamentali della biologia molecolare e pos- 
sono quindi portare ad una maggiore comprensione 
dei processi biologici. 


A. | viroidi 


La malattia del tubero a fuso della patata, 
che è stata descritta la prima volta negli anni °20, 
determina la produzione di patate allungate e bitor- 
zolute. Si capì presto che la malattia era contagiosa 
ma che non c'erano microorganismi ad essa associa- 
ti. Si assunse quindi che fosse una malattia virale. 
Il fatto che il presunto virus non potesse essere isola- 
to era senza dubbio frustrante ma non sorprenden- 
te; molti virus sono stati difficili da isolare. 


I viroidi sono RNA circolari a singolo filamento 


Negli anni ’60 si scoprì che l’agente infettivo 
della malattia del tubero a fuso della patata poteva 
crescere nelle piante di pomodoro dando estratti mol- 
to più infettivi di quelli che si potevano ottenere dal- 
le piante di patata infettate. Ci si aspettava che il vi- 
rus potesse essere facilmente purificato per centrifu- 
gazione differenziale. Non fu così; l’agente infettivo 
non sedimentava neanche se sottoposto ad una acce- 
lerazione centrifuga di 100000 giri per 4 ore. L’a- 
gente infettivo doveva quindi essere notevolmente 
piccolo. 

Ulteriori studi, soprattutto da parte di Theodor Die- 
ner, dimostrarono che l’agente del tubero a fuso del- 
la patata non solo è più piccolo di qualunque virus 
noto, ma è anche più piccolo di qualunque acido nu- 
cleico virale. 

L’infettività di questi agenti è sensibile alla RNasi 
ma è insensibile a DNasi o proteasi. Evidentemente 
l’agente infettivo è costituito solo di RNA. Questa os- 
servazione di per sé non è senza precedenti; gli acidi 
nucleici nudi di molti virus sono infettivi, anche se 
con efficienza molto bassa. L'osservazione però che 
\PRNA era estremamente piccolo (— 120 kD) assieme 
al fatto che non era associato a proteine era, in real- 
tà, unica. Diener chiamò quindi questi agenti infetti- 
vi viroidi per distinguerli dai virus. 

Una volta isolato il viroide del tubero a fuso della 
patata (PSTV) è stato anche possibile caratterizzarlo. 
Fotografie al microscopio elettronico (Fig. 32.50) mo- 
strano che esso ha una lunghezza media di 50 nm, 
molto più corta della lunghezza degli acidi nucleici 
dei virus, anche se la sua larghezza è simile a quella 
del DNA a doppia elica della stessa fotografia. Foto- 
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Figura 32.50 Fotografia al microscopio elettronico di una miscela di 
DNA di PSTV (i bastoncini corti sparpagliati) e di batteriofago T7. 
Il viroide di 359 nucleotidi è lungo — 50 nm, mentre i quasi 40 000 
bp del DNA a doppia elica di T7, che è mostrato per confronto, sono 
lunghi 1400 nm. (Per gentile concessione di Jose Sogo, Research 
Institute of Scripps Clinic.) 


Tabella 32.3 Esempi di viroidi che determinano forme mor- 
bose economicamente rilevanti 


Viroide o 

Viroide delle macchie di sole dell’avocado 

(ASBV) 247 
Viroide dell’esocorteccia del limone (CEV) 371 
Viroide del nanismo del crisantemo (CSV) 354 
Viroide del cadang-cadang della noce di 

cocco (CCCV) 246 
Viroide del frutto pallido del cocomero 

{CPFV) 303 
Viroide del nanismo del luppolo (HSV) 297 
Viroide del tubero a fuso della patata 
(PSTV) 359 


grafie al microscopio elettronico di PSTV denatura- 
to, tuttavia, mostrano strutture circolari così che il 
viroide deve rappresentare una specie mai osservata 
fino ad ora: cerchi di RNA a filamento singolo chiusi 
covalentemente. Questa osservazione è stata alla fine 
confermata da analisi della sequenza che hanno di- 
mostrato che PSTV è un cerchio a filamento singolo 
altamente complementare a se stesso di 359 nucleoti- 
di (Fig. 32.51). La sua struttura secondaria più proba- 
bile consiste di corte regioni a doppio filamento al- 
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ternate a più corte regioni non accoppiate in modo 
da formare le strutture lineari apparentemente a dop- 
pio filamento del viroide nativo osservate al micro- 
scopio elettronico. 


I viroidi sono replicati dagli enzimi dell’ospite 
mediante l’uso di intermedi di cRNA 


1597] Negli anni °70, poco dopo che era stata stabilita 
la natura di PSTV, fu dimostrato che parecchie ma- 
lattie delle piante economicamente importanti e fino 
a quel momento ritenute di origine virale erano cau- 
sate da viroidi (Tabella 32.3). Uno di questi, il viroi- 
de del cadang-cadang della noce di cocco (CCCV), 
ha ucciso circa 30 milioni di palme da cocco nelle 
Filippine e ha quindi seriamente influenzato l’econo- 
mia di un’intera nazione. Tutti questi viroidi sono 
cerchi di RNA altamente complementari a se stessi, 
a singolo filamento e chiusi covalentemente che so- 
no, nella maggior parte dei casi, omologhi al >50% 
a PSTV. Molto probabilmente si troverà che altre ma- 
lattie delle piante che sono ora attribuite a virus so- 
no causate da viroidi. 

Come si replicano i viroidi? Un’ipotesi ragionevole 
è che essi siano virus «difettosi» che hanno perso la 
capacità di codificare le proteine del capside. Non 
ci sono tuttavia evidenze che i viroidi codifichino al- 
cuna proteina che non sia presente in piante non in- 
fettate. Parecchi viroidi, infatti, e i loro complemen- 
tari, compreso PSTV, sono privi del codone AUG di 
inizio della traduzione, e nessuno ha altre sequenze 
di controllo caratteristiche degli mRNA. 

Un'ipotesi alternativa è che i viroidi in qualche mo- 
do diano il via alla trascrizione di preesistenti sequen- 
ze di DNA viroidale in piante suscettibili. Studi di 
ibridizzazione, però, indicano che le piante non in- 
fettate non hanno sequenze viroidali. I viroidi devo- 
no quindi essere replicati direttamente dagli enzimi 
delle piante. Un candidato ovvio come replicasi viroi- 
dale è la RNA polimerasi diretta da RNA, che è pre- 
sente in numerose piante superiori (ma non negli ani 
mali; la sua funzione normale è sconosciuta). Un’al- 
tra possibilità è la RNA polimerasi II poiché questo 
enzima, ricavato da alcune piante, trascrive in vitro 
i viroidi con efficienza ragionevole. Quest'ultima pos- 
sibilità è favorita dalle osservazioni che la replicazio- 
ne dei viroidi è inibita dagli inibitori della RNA poli- 
merasi Il actinomicina D ed o-amanitina che non in- 
fluenzano la RNA polimerasi diretta da RNA. Qua- 
lunque sia l'enzima responsabile, l’isolamento, da 
piante infettate da viroidi, di RNA complementari 
a questi viroidi indica che essi sono replicati median- 
te la sintesi di intermedi di cRNA. I viroidi sono quindi 
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le sole entità note replicantesi autonomamente che non 
codifichino almeno una subunità degli enzimi prepo- 
sti alla loro replicazione. 


I viroidi potrebbero essere introni «evasi» 


Il meccanismo patogenetico dei viroidi non è 
per niente ovvio. Dei viroidi infatti che possono de- 
terminare malattie in alcune specie di piante si repli- 
cano senza fare danni in altre. È stato suggerito che 
la replicazione dei viroidi in specie suscettibili inter- 
ferisca in qualche modo con la regolazione genica, 
con i normali processi di maturazione del DNA o 
forse con il differenziamento cellulare. È stato di re- 
cente dimostrato che una proteina delle piante di 68 
kD dotata di attività chinasica è più fosforilata in pian- 
te infettate da PSTV che in piante non infettate. Que- 
sta fosfoproteina assomiglia alla proteina chinasi che 
in cellule trattate con interferone agisce inibendo l’i- 
niziazione ribosomiale in presenza di RNA a doppio 
filamento (paragrafo 30.4B). Forse la proteina presente 
nelle piante infettate da viroidi ha un’influenza ne- 
gativa sulla sintesi proteica nelle piante suscettibili. 
È chiaro, in ogni caso, che i viroidi sono agenti pato- 
geni caratteristicamente diversi dai virus. 

La constatazione che tutte le malattie note causate 
da viroidi sono state identificate solo a partire dal 
1920, mentre la maggior parte delle malattie virali 
delle piante erano state descritte nel diciannovesimo 
secolo e anche prima, suggerisce che i viroidi abbia- 
no un’origine recente. L'osservazione infatti che ap- 
parentemente solo piante coltivate siano negativamen- 
te influenzate dai viroidi costituisce un ulteriore so- 
stegno all’ipotesi che le moderne tecniche agricole 
siano responsabili della diffusione di questi agenti pa- 


Figura 32.51 La sequenza di basi di PSTV. La sua più probabile strut- 
tura secondaria è mostrata sopra e la corrispondente struttura tridi- 
mensionale è disegnata sotto. Le regioni della sequenza colorate so- 
no altamente conservate in tutti i viroidi noti, compreso CCV, che 
è omologo solo per |’ 11% a PSTV. (Fonte: Gross, H. }. e RIESNER, 
D., Angew. Chem. Int. Ed. Engl, 19, p. 237, 1980.) 
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togeni. Come hanno allora avuto origine i viroidi? 
Comparazioni di sequenza indicano che i viroidi con- 
dividono la stessa taglia e altre caratteristiche con 
la classe di introni presente nei geni mitocondriali 
e dell’RNA ribosomiale e che, in alcuni casi, sono ca- 
paci di auto-splicing (paragrafo 29.4B). Questi intro- 
ni, infatti, contengono le sequenze ombreggiate nel 
la Fig. 32.51 che sono comuni a tutti i viroidi sugge- 
rendo che questi due tipi di molecole abbiano strut- 
ture secondarie e terziarie simili (i viroidi in vivo si 
trovano sotto forma di complessi con proteine ed è 
quindi improbabile che assumano la conformazione 
a bastoncino che presentano una volta purificati). Gli 
introni di cui sopra sono di norma sequestrati nel 
nucleo o nei mitocondri e probabilmente non entra- 
no mai nel citoplasma. Potrebbe quindi darsi che i 
viroidi siano «introni evasi». 


B. | prioni 


[1599] Certe malattie che colpiscono il sistema nervo- 
so centrale dei mammiferi erano state classificate in 
origine come malattie determinate da «virus lenti» 
poiché impiegano mesi, anni o anche decenni per 
svilupparsi. Tra queste figura la «scrapie», un disor- 
dine neurologico di pecore e capre, così chiamato per 
la tendenza degli animali infetti a grattare via il pro- 
prio pelo; il morbo di Creutzfeldt-Jakob, un raro 
e progressivo disordine cerebellare degli esseri uma- 
ni e il «kuru», una malattia degenerativa simile (pro- 
babilmente identica) del cervello presente nelle po- 
polazioni Fore di Papua - Nuova Guinea e che si ritie- 
ne sia trasmessa per mezzo del cannibalismo rituale. 
Queste forme morbose, tutte letali, hanno sintomi si- 
mili, il che suggerisce che esse siano strettamente 
correlate. Nessuna di esse mostra segni di processi 
infiammatori o di febbre; questo indica che il siste- 
ma immunitario, che non è colpito dalla malattia, non 
è da essa attivato. 

La tecnica classica di isolamento di un agente pato- 
geno sconosciuto coinvolge l’analisi con test biologici 
di frazioni del tessuto malato. Il lungo tempo di in- 
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cubazione della «scrapie», la malattia da «virus lenti» 
più estesamente studiata, ha pesantemente ostacola- 
to gli sforzi di caratterizzarne l’agente causale. Nelle 
fasi iniziali di studio della «scrapie», infatti, furono 
necessari un’intera mandria di pecore e parecchi an- 
ni di osservazione per valutare i risultati di un sin- 
golo frazionamento. La tecnica di indagine per la 
«scrapie» è stata però di molto accelerata dalla sco- 
perta che i criceti sviluppano la malattia in un perio- 
do di tempo, con un minimo di 60 giorni, che dimi- 
nuisce con l'aumento della dose somministrata. Usan- 
do un test sui criceti, Stanley Prusiner ha purificato 
l’agente della «scrapie». 


La «scrapie» sembra essere causata 
da una proteina prionica 


L’agente della «scrapie» sembra essere apparen- 
temente una singola specie proteica. Questa sorpren- 
dente conclusione deriva dall’osservazione che l’agen- 
te della «scrapie» è inattivato da sostanze che modifi- 
cano le proteine, come le proteasi, i detergenti, il fe- 
nolo, l’urea e reagenti proteine-specifici, mentre non 
è intaccato da agenti che alterano gli acidi nucleici, 
come le nucleasi, l’irradiazione con raggi UV e so- 
stanze che reagiscono specificamente con gli acidi nu- 
cleici. L'agente della «scrapie», per esempio, è inatti- 
vato dal trattamento con dietilpirocarbonato, che car- 
bossietila i residui His delle proteine (Tabella 6.3), ma 
non è alterato dalla idrossilammina, un reagente 
citosina-specifico (paragrafo 10.1A). L’infettività del- 
l'agente della «scrapie» inattivato col dietilpirocarbo- 
nato è infatti ripristinata dal trattamento con idrossi- 
lammina, presumibilmente tramite la seguente rea- 
zione nota: 


CHa 
O el 
Il / \ 
CHCILOCAN N + NH,0H 
- aC“ A 
Etilcarbossiamido-His Idrossilammina 
| | 
CHo 


6) 
Il 
CH, CH,0C—NHOH + N NH 


Le proprietà uniche dell’agente della «scrapie», che 
lo distinguono da virus, plasmidi e viroidi, ne hanno 
determinato la denominazione di prione (che sta per 
particella proteinacea infettiva). La proteina della 
«scrapie», che è chiamata PrP (che sta per Proteina 


Figura 32.52 Fotografia al microscopio elettronico di un gruppo di 
prioni, strutture a bastoncino. | punti neri sono particelle di oro col- 
loidale legate ad anticorpi anti-PrP che si sono legati a PrP. (Per genti- 
le concessione di Stanley Prusiner, University of California, San Fran- 
cisco Medical Center.) 


Prionica), è una glicoproteina idrofobica di — 30 KD. 
Questa idrofobicità apparentemente determina l’ag- 
gregazione di PrP in raggruppamenti di particelle 
a bastoncino (Fig. 32.52). C'è una stretta somiglianza 
tra questi raggruppamenti e le cosiddette placche 
amiloidi che si vedono all’esame microscopico di tes- 
suto cerebrale infettato da prioni. Il tessuto cerebra- 
le, infatti, di vittime del morbo di Creutzfeldt-Jakob 
contiene una proteina proteasi-resistente che deter- 
mina reazioni crociate con anticorpi originati contro 
la proteina PrP della «scrapie». 


PrP è il normale prodotto di un gene cellulare 


1601) La bizzarra composizione dei prioni pone im- 
mediatamente la questione: come sono sintetizzati? 
Sono state suggerite tre possibilità: 


4. Nonostante tutte le evidenze suggeriscano il con- 
trario, i prioni potrebbero contenere un genoma 
di acidi nucleici di cui è in qualche modo impedi- 
ta l’identificazione; i prioni cioè potrebbero esse- 
re virus convenzionali. La massa di informazio- 
ni, in continua crescita, concernenti la natura dei 
prioni rende però questa ipotesi progressivamen- 
te insostenibile. 

2. I prioni potrebbero in qualche modo codificare 
la propria sequenza amminoacidica per mezzo di 
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un processo di «traduzione inversa» che dia origi- 
ne a un acido nucleico che sia poi normalmente 
tradotto dal sistema cellulare. Un tale processo, 
naturalmente, contraddirebbe direttamente il 
«dogma centrale» della biologia molecolare (para- 
grafo 29.1), secondo cui l’informazione genetica 
va in modo unidirezionale dagli acidi nucleici al- 
le proteine. Alternativamente i prioni potrebbe- 
ro catalizzare direttamente la propria sintesi. Una 
tale sintesi proteica diretta da proteine è ugual- 
mente ignota (anche se molti piccoli polipeptidi 
sono sintetizzati per via enzimatica anziché ribo- 
somiale; paragrafo 30.7). 

3. Le cellule suscettibili portano un gene che codifi- 
ca la corrispondente PrP. L’infezione di tali cellu- 
le ad opera dei prioni attiva questo gene e/o alte- 
ra il suo prodotto proteico per via in qualche mo- 
do autocatalitica. 


Quest'ultima ipotesi sembra essere il rheccanismo più 
plausibile di replicazione dei prioni. L’uso di sonde 
oligonucleotidiche complementari al gene di PrP, de- 
dotto dalla sequenza amminoacidica N-terminale di 
PrP (paragrafo 28.7), ha infatti stabilito che sia il cer- 
vello di topi e ratti normali che quello di animali 
infettati con «scrapie» contiene il gene PrP. La sco- 
perta più sorprendente, però, è che il gene PrP è tra- 
scritto a livelli simili sia nel cervello normale che nel 
tessuto infettato da «scrapie». Inoltre, l’uso delle sud- 
dette sonde ha rivelato che geni simili a PrP sono 
presenti tanto in molti vertebrati, compreso l’uomo, 
quanto in invertebrati quali la Drosophila e, proba- 
bilmente, nel lievito. Questa conservazione evoluzio- 
nistica suggerisce che PrP, la cui sequenza amminoa- 
cidica dedotta indica che essa è una proteina trans- 
membrana, abbia un ruolo importante anche se at- 
tualmente sconosciuto. 

Poiché PrP ricavata da tessuti normali e da tessuti 
infettati sembra avere la stessa sequenza amminoa- 
cidica, sembra probabile che la differenza tra le due 
forme sia una modificazione postraduzionale, forse 
una differenza nella glicosilazione. Quest’idea è con- 
fortata dall’osservazione che PrP derivata da tessuto 
infetto è meno suscettibile alla degradazione con pro- 
teasi della PrP normale. Inoltre, la PrP patologica ma 
non il suo omologo normale si aggrega in bastoncini 
ritorti ad elica che sono simili, se non identici, alle 
fibrille associate alla «scrapie» che compaiono nel tes- 
suto cerebrale infettato da «scrapie». Come venga tra- 
smessa però la differenza tra PrP normale e PrP pa- 
tologica deve ancora essere stabilito. Forse PrP pato- 
logica induce la sintesi di enzimi che modificano PrP 
normale nello stesso modo. 

Esistono numerose malattie degenerative croniche 


dell’uomo le cui cause sono ignote. Prusiner ha ipo- 
tizzato che alcune di queste forme morbose, come 
la sclerosi laterale amiotrofica, che provoca para- 
lisi, possano essere il risultato di infezioni da prioni. 
La scoperta, infatti, di un gene che controlla il perio- 
do di incubazione della «scrapie» nel topo (e che è 
strettamente legato a quello che codifica PrP), asso- 
ciata alla mancanza di evidenze che questo morbo 
sia trasmissibile negli animali selvatici, suggerisce che 
le malattie simili alla «scrapie» non siano infezioni 
in senso proprio ma piuttosto condizioni degenerati- 


* ve che originano da difetti genetici. 


Progressi sui prioni 


[1602| La «scrapie», una malattia neurodegenerativa 
delle pecore che può essere trasmessa ai criceti e ai 
topi, è determinata da una classe di agenti patogeni 
noti come prioni. I prioni consistono di una proteina 
chiamata PrP che è codificata da un gene cromoso- 
mico ed è ampiamente espressa nel regno animale. 
Sia animali normali che animali malati di «scrapie» 
mostrano nel loro tessuto cerebrale livelli simili di 
espressione dell’mRNA di PrP. Tuttavia, mentre gli 
animali non infettati presentano una sola isoforma 
di PrP di 33-35 kD chiamata PrP© (C sta per cellula- 
re), gli animali infettati dalla «scrapie» presentano an- 
che una isoforma del prione specifica della malattia, 
dello stesso peso molecolare e chiamata PrP®°. Le dif- 
ferenze chimiche e strutturali tra PrP° e PrPS°, che 
derivano da modificazioni postraduzionali, sono sco- 
nosciute. PrP“, però, viene trasportata sulla faccia 
esterna della cellula mentre PrP5° prevalentemente 
si accumula nelle cellule. 

Si è ipotizzato che PrPS° stimoli in modo autocata- 
litico la trasformazione di PrP© in PrPS°. È interes- 
sante notare che quando i topi vengono inoculati con 
i prioni della «scrapie» che siano stati passati (incuba- 
ti) in modo continuo nel criceto, il tempo di incuba- 
zione necessario all’insorgenza dei sintomi della ma- 
lattia è all’inizio di 500 giorni ma scende poi a 140 
giorni in seguito ad ulteriori passaggi nel topo. Per 
contro, quando vengono inoculati nei criceti dei prioni 
che siano stati passati nei topi, il tempo di incubazio- 
ne è inizialmente di 400 giorni ma si riduce successi- 
vamente a 75 giorni. Questo suggerisce che la con- 
versione della PrP© dell’ospite in PrPS° sia un even- 
to raro, ma anche che, una volta verificatasi questa 
conversione, la PrPS° dell’ospite appena formata è in 
grado di catalizzare la conversione con una efficien- 
za molto maggiore. Dei topi transgenici, infatti, che 
esprimano la PrP di criceto mostrano, in seguito ad 
inoculazione con PrPS° di criceto, tempi di incuba- 
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zione che vanno da 48 a 250 giorni, a seconda della 
linea transgenica. 

Tre malattie neurodegenerative umane sembrano 
causate da prioni: «kuru», morbo di Creutzfeld- 
Jakob (CJD) e sindrome di Gerstmann-Stràussler 
(GSS). Quest’ultima forma morbosa, che colpisce so- 
lo un individuo su 10-100 milioni, è determinata da 
una mutazione dominante nel gene della PrP che 
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non è presente nei componenti non ammalati della 
stessa famiglia. Il fatto che questo gene della PrP 
mutato sia infatti responsabile della GSS è stato di- 
mostrato dall’osservazione che dei topi transgenici 
che esprimano questo gene mutato sviluppano mo- 
dificazioni del tessuto cerebrale e sintomi neurologi- 
ci che assomigliano a quelli presentati dagli amma- 
lati di GSS. 


I virus sono aggregati molecolari complessi che 
presentano molte proprietà degli esseri viventi. Le lo- 
ro proprietà strutturali e genetiche sono risultate quin- 
di utili come validi paradigmi delle analoghe funzio- 
ni cellulari. Il virione di TMV consiste di un’elica di 
subunità proteiche del capside identiche e quindi am- 
piamente quasi-equivalenti che contengono un RNA 
a singolo filamento avvolto in modo coassiale. Studi 
mediante raggi X di gel di TMV mostrano che questo 
RNA è legato, con tre nucleotidi per subunità, tra le 
subunità dell’elica proteica. In assenza di RNA di 
TMV, le subunità si aggregano ad alta forza tonica 
formando dischi a due strati, e a bassa forza ionica 
formando proto-eliche, che in condizioni acide si inco- 
lonnano formando bastoncini elicoidali. L’ansa poli- 
peptidica più interna del virus è disordinata sia nel 
disco che nella proto-elica. L’assemblaggio del virus 
inizia quando una proto-elica si lega alla sequenza 
d'inizio dell’RNA di TMV, che si trova a — 1000 nu- 
cleotidi dall’estremità 3' delURNA. L'interazione tra 
RNA e proto-elica determina Vorganizzazione in mo; 
do ordinato dell’ansa disordinata convertendo quin- 
di la proto-elica nella forma elicoidale. L’allungamen- 
to della particella virale procede quindi mediante l’ag- 
giunta sequenziale di proto-eliche in «cima» al com- 
plesso in modo da trascinare l’estremità 5' dell’RNA 
in alto attraverso il centro dell’elica virale in crescita. 

I capsidi virali vengono formati a partire da uno 
od da pochi tipi di subunità proteiche. Esse devono 
quindi essere organizzate in modo elicoidale, come in 
TMV, 0 organizzate in modo quasi-equivalente in un 
guscio poliedrico che racchiuda l’acido nucleico vira- 
le. Le proteine del capside dei virus sferici sono orga- 
nizzate in icosadeltaedri formati da 60T subunità. 
La proteina del capside di TBSV è organizzata in un 
icosadeltaedro di T=3 in modo tale che le subunità 


TBSV occupano tre posizioni simmetricamente distin- 
te. Le subunità si devono quindi associare tramite pa- 
recchi gruppi di contatto non identici intersubunità. 
Alcuni dei domini R formano un guscio proteico più 
interno strutturalmente disordinato. L’RNA virale è 
strettamente compattato con i restanti domini R_nel- 
lo spazio tra il guscio proteico esterno e quello inter- 
no. Altri virus sferici delle piante, SBMV e STNV, han- 
no strutture terziarie e quaternarie che sono chiara- 
mente correlate con quelle di TBSV. VP1, VP2 e VP3, 
le proteine del capside di poliovirus, rinovirus e FMDV, 
strutturalmente simili, sono analogamente organiz- 
zate ad icosaedro. 

La crescita litica del batteriofago X in E. coli è con- 
trollata mediante la sintesi sequenziale di antitermi- 
natori. In questo modo gpN, che è sintetizzata nello 
stadio precoce-immediato della crescita, permette la 
sintesi di gpQ nello stadio precoce-ritardato che, a sua 
volta, permette la sintesi delle proteine del capside 
nello stadio tardivo. La trascrizione dei geni precoci 
è repressa nello stadio precoce ritardato dalla protei- 
na Cro. La replicazione del DNA, che inizia nello sta- 
dio precoce, è mediata dal sistema di replicazione del- 
l’ospite con il concorso delle proteine fagiche gpO e 
gpP. La sintesi del DNA avviene inizialmente utiliz- 
zando sia il sistema della 0 che quello del cerchio ro- 
tante ma alla fine passa interamente al sistema del 
cerchio rotante. 

Le teste e le code del virione \ sono assemblate se- 
paratamente. Il montaggio della testa è un processo 
complesso che richiede la partecipazione di molti pro- 
dotti di geni fagici, di cui non tutti fanno parte del 
virione maturo. Le teste del fago non si autoassem- 
blano nel senso che la loro formazione è guidata da 
una proteina impalcatura e richiede parecchie rea- 
zioni di modificazione proteica catalizzate enzimati- 
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camente. La testa del fago maturo è un icosadeltae- 
dro di gpE con T=7, che è decorato da un uguale nu- 
mero di subunità gpD. Appena prima dell’ultimo sta- 
dio del suo assemblaggio la testa del fago viene riem- 
pita da un DNA lineare a doppio filamento tramite 
un processo che è sostenuto dall’idrolisi di ATP. Si 
ritiene che il DNA compattato sia o avvolto come in 
un rocchetto o ripiegato a spirale in avanti e indietro. 
Il montaggio della coda avviene con un processo a va- 
ri passaggi che inizia dalla fibra della coda andando 
verso l’estremità che si lega alla testa. Il corpo della 
coda è costituito da una colonna di anelli esamerici 
di gpV. Le teste e le code finite si uniscono spontanea- 
mente formando il virione maturo. 

La lisogenia si stabilisce per ricombinazione sito- 
specifica tra il sito attP del fago e i siti attB batterici 
con un processo mediato dall’integrasi del fago (gpint) 
e IHF dell’ospite. L’induzione, cioè l’inversione di que- 
sto processo, richiede in più l’azione della escissiona- 
si del fago (gpxis). La lisogenia si stabilisce quando 
vengono raggiunti alti livelli di gpcIl'che stimola la 
trascrizione di int e del gene del repressore À, cl. Il 
repressore si lega, come fa Cro, agli operatori or e 
or spegnendo la trascrizione dei geni precoci, compre- 
sa quella di cro e cIl. Ciascuna di queste proteine di- 
meriche, così come altri repressori di struttura nota, 
contiene due unità elica-curva-elica correlate in modo 
simmetrico che si legano al solco maggiore di due cur- 
ve successive del DNA-B. Il repressore tuttavia, ma 
non Cro, induce la propria sintesi a partire dal pro- 
motore pra legandosi a og» in modo da interagire con 
la RNA polimerasi. L’induzione della sintesi del re- 
pressore quindi fa scattare l’interruttore genetico che 
mantiene stabilmente il fago nello stato lisogeno di 
generazione in generazione. Un danno al DNA dell’o- 
spite, ciò non di meno, stimola la proteina dell’ospite 
RecA a mediare il taglio del repressore X in modo da 
determinare il rilascio del repressore da or e og. Que- 
sto avvia la sintesi dei prodotti dei geni precoci, com- 
presi gpint e gpxris, a partire da pr e pr determinan- 
do quindi l’induzione. Se è poi sintetizzata proteina 
Cro in quantità sufficiente a reprimere la sintesi del 
repressore, il fago viene irrevocabilmente orientato ver- 
so almeno una generazione di crescita litica. Il carat- 
tere tripartito di og, il sito dello switch di \, insieme 
con la natura cooperativa del legame del repressore 
a og conferisce al meccanismo dello switch di \ una 
notevole sensibilità allo stato di salute del suo ospite. 

La membrana di rivestimento del virione dell’influen- 
za è costellata di «punte» proteiche che sono formate 
da emagglutinina (HA), che media il riconoscimento del- 
l'ospite, e neuramminidasi (NA), che facilita il passag- 
gio del virus da e per il sito di infezione. All’interno 
della membrana c’è un guscio di proteina della matri- 


ce che contiene gli otto filamenti di RNA a singola eli- 
ca del genoma del virus, ciascuno sotto forma di un 
complesso proteico individuale denominato nucleocap- 
side. Questi vRNA sono stampi per la trascrizione di 
mRNA, catalizzata dalle proteine del nucleocapside. 
Questo processo è attivato da frammenti di mRNA del- 
l’ospite dotati di cap di 7-metil-G. Gli mRNA virali, che 
hanno code di poli(A), sono privi delle sequenze com- 
plementari alle estremità 5’ dei vRNA. I vRNA tutta- 
via agiscono anche come stampi per la trascrizione di 
CRNA che, a loro volta, costituiscono gli stampi per la 
sintesi di vRNA. Il virus è assemblato all’interno della 
membrana plasmatica e vicino ad essa e si forma per 
gemmazione attraverso la superficie cellulare. I virus 
dell’influenza infettano una grande varietà di mam- 
miferi oltre all’uomo e anche molti uccelli. La varia- 
zione delle caratteristiche antigeniche di HA è la mag- 
giore responsabile dell’insorgenza di sottotipi diversi 
di influenza. La variazione antigenica di HA avviene 
sia per sostituzione antigenica, in cui il gene di HA di 
un virus animale sostituisce quello del virus umano, 
che per deriva antigenica, che avviene tramite una suc- 
cessione di mutazioni puntiformi nel gene di HA. NA 
può variare in modo analogo. HA è una glicoproteina 
trimerica allungata. La sua superficie ha quattro siti 
antigenici che circondano la sua tasca che lega gli aci- 
di sialici; tutti questi siti mostrano almeno una muta- 
zione nei virus che hanno determinato le maggiori epi- 
demie dal 1968 al 1975. NA è una glicoproteina tetra- 
merica a forma di fungo. Le sue variazioni antigeni- 
che avvengono sulla superficie che in modo analogo cir- 
conda il suo sito attivo. 

Alcune forme morbose possono essere causate da 
patogeni subvirali. I viroidi, che per ora sono descrit- 
ti solo come patogeni delle piante, sono cerchi di RNA 
a singolo filamento altamente autocomplementari. Es- 
si non codificano proteine. Si replicano, con la media- 
zione di un cRNA, tramite un enzima della pianta, 
molto probabilmente RNA polimerasi Il o RNA poli- 
merasi diretta da RNA. L’omologia tra i virioni e cer- 
ti tipi di introni suggerisce che i virioni siano «introni 
evasi». I prioni, che causano svariate malattie neuro- 
logiche degenerative nell’uomo e in altri mammiferi, 
sembrano essere formati da una singola specie pro- 
teica chiamata PrP. PrP è una proteina idrofobica che 
si aggrega in raggruppamenti di particelle a baston- 
cino che assomigliano alle placche amiloidi presenti 
nel tessuto cerebrale infettato da prioni. 

Il meccanismo della replicazione dei prioni è attual- 
mente sconosciuto anche se l’ipotesi più plausibile è 
che l’infezione da parte di prioni di una cellula su- 
scettibile attivi in qualche modo un sistema enziam- 
tico che determina la conversione postraduzionale del 
prodotto di un gene PrP cellulare normale in un prione. 
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Perché una modificazione del pH da 7 a 5 a bassa 
forza ionica determina l'aggregazione delle proto- 
eliche di TMV in bastoncini elicoidali? 


Spiegate perché il numero dei vertici di un icosadel- 
taedro finisce sempre con il numero «2» (per es. 12 
per T=1). 


Disegnate un icosadeltaedro con T=9. 


. Perché è necessario usare mutazioni che siano letali 


solo in determinate condizioni per studiare l’assem- 
blaggio del fago invece che usare semplicemente mu- 
tazioni letali? 


. Paragonate il volume che può essere contenuto dalla 


testa di un fago \ con il volume del DNA di \. 


. 1 fagi virulenti producono placche chiare su di un 


tappeto di batteri mentre il batteriofago \ forma plac- 
che torbide. Date una spiegazione. 


Qual è la sequenza consenso reciproca dei mezzi sub- 
siti or e OR? 


*8. Il repressore À si lega cooperativamente a ORI € oR2 
ma in modo indipendente a 0g3. Tuttavia, se Opi È 
alterato da una mutazione in modo da non legare 
il repressore, allora il repressore si lega cooperativa- 
mente a og: e 0g3. Date una spiegazione. 


9. Il batteriofago 434 è un fago simile a che ha sia 
un repressore che una proteina Cro. È stato costruito 
un repressore ibrido formato dal repressore di 434 
la cui elica &3 è stata sostituita da quella derivata dal- 
la proteina Cro di 434. Paragonate lo schema dei con- 
tatti che questa proteina ibrida ha con il suo operato 
re, desunti dagli esperimenti di protezione chimica, 
con quelli delle proteine repressore e Cro di 434 native. 


10. Qual è la probabilità che un virione dell’influenza ab- 
bia la corretta dotazione di otto diversi RNA se ha spa- 


zio solo per otto nucleocapsidi e li lega in modo casuale? 


11. L’RNA a singolo filamento normalmente funziona co- 
me stampo per la RNA polimerasi II Quali proprietà 


dei viroidi potrebbero metterli in grado di fare ciò? 


i 
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L'espressione 
dei geni 
negli eucarioti 


Come fa un uovo fecondato a dare origine ad 
un organismo multicellulare altamente differenzia- 
to? Questa domanda, naturalmente, è solo la versio- 
ne sofisticata della questione posta da ogni bambino: 
da dove sono venuto? I biologi hanno incominciato 
a tentare di dare una risposta razionale a questa do- 
manda alla fine del diciannovesimo secolo, e da allo- 
ra hanno accumulato una impressionante massa di 
informazioni concernenti lo schema generale di dif- 
ferenziamento cellulare e di sviluppo dell’organismo. 
La capacità tecnica di studiare l’embriogenesi a livel. 
lo molecolare è stata tuttavia acquisita più o meno 
negli ultimi venti anni. 

Per poter capire il differenziamento cellulare dob- 
biamo prima capire come funziona una cellula euca- 
riotica. Le cellule eucariotiche sono, per la maggior 
parte, molto più grandi e molto più complesse delle 
cellule procariotiche (paragrafo 1.2). Tuttavia, la dif- 
ferenza fondamentale tra questi due tipi di cellule è 
che gli eucarioti hanno una membrana nucleare che 
separa i loro cromosomi dal citoplasma, separando 
quindi fisicamente il processo della trascrizione da 
quello della traduzione. Il cromosoma dei procarioti, 
al contrario, è immerso nel citosol, così che la sintesi 
di una proteina è spesso avviata su un mRNA che 
è ancora in fase di trascrizione. 

I meccanismi di controllo della trascrizione e della 
traduzione negli eucarioti sono, di conseguenza, fon- 
damentalmente diversi da quelli dei procarioti. Que- 
sta situazione si riflette sia nel compattamento che 
nell’organizzazione genetica del DNA degli eucario- 
ti, paragonati a quelli dei procarioti. Iniziamo quindi 
questo capitolo con una descrizione fisica del cromo- 
soma degli eucarioti. Prenderemo quindi in conside- 
razione come è organizzato e come è espresso il ge- 
noma degli eucarioti. Discuteremo per ultimo il dif- 
ferenziamento cellulare e la sua aberrazione, il can- 
cro. In tutti questi soggetti, come vedremo, la nostra 
conoscenza è piuttosto frammentaria. La biologia mo- 
lecolare degli eucarioti è però oggetto di studio così 
intenso che passi in avanti significativi per la sua com- 
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prensione sono fatti quasi quotidianamente. È quin 
di importante, per questo forse più che per altri ar- 
gomenti presi in considerazione in questo testo, che 
il lettore integri il materiale di questo capitolo con 
la letteratura biochimica. recente. 


_—__mmr_T——_—_——_—r cr 
1. LA STRUTTURA DEI CROMOSOMI 


{iso6]I cromosomi degli eucarioti, che sono formati 
da un complesso di DNA, RNA e proteine chiamato 
cromatina, sono entità dinamiche il cui aspetto va- 
ria notevolmente a seconda dello stadio del ciclo cel- 
lulare. I singoli cromosomi assumono la loro familia- 
re forma addensata (Figg. 27.1 e 33.1) solo durante 
la divisione cellulare (fase M del ciclo cellulare; para- 
grafo 31.4A). Durante l’interfase, la restante parte 
del ciclo, in cui il DNA dei cromosomi è trascritto 
e si replica, i cromosomi della maggior parte delle 
cellule sono così dispersi che non possono essere sin- 
golarmente individuati (Fig. 33.2). DI 
I citologi sanno da molto tempo che ci sono due tipi 
di cromatina dispersa: una varietà meno condensata 
chiamata eucromatina e una varietà più condensa- 
ta chiamata eterocromatina (Fig. 33.2). Questi due 
tipi di cromatina differiscono, come vedremo, per 
il fatto che i geni della eucromatina vengono espres- 
si mentre la eterocromatina non è espressa. 

I 46 cromosomi di una cellula umana contengono 
ciascuno tra 48 e 240 milioni di coppie di basi, così 


Figura 33.1 Fotografia al microscopio elettronico di un cromosoma 
Umano in metafase. (Per gentile concessione di Gunther Bahr, Armed 
Forces Institute of Pathology.) 


“Nucleoli con DNA 
# intranucieolare 


Um 


Figura 33.2 Una sezione sottile condotta attraverso il nucleo di una 
cellula trattata con il reagente di Feulgen (che reagisce con il DNA 
dando una intensa colorazione rossa). L'eterocromatina appare sotto 
forma di regioni intensamente colorate vicino ai nucleoli e alla mem- 
brana nucleare. Il materiale colorato meno intensamente è eucromati- 
na. (Per gentile concessione di Edmund Puvion, CNRS.) 


che il loro DNA, che è molto probabilmente conti 
nuo (paragrafo 28.2C), ha una lunghezza lineare com- 
presa tra 1,6 e 8,2 cm (3,4 A/bp). Tuttavia nella meta- 
fase, momento in cui assumono il loro stato di mag- 
giore condensazione (Fig. 33.1), questi cromosomi mo- 
strano una lunghezza tra 1,3 e 10 um. Il DNA cromo- 
somico quindi ha un rapporto di condensazione 
(rapporto tra la ‘sua lunghezza lineare e la lunghez- 
za del suo contenitore) > 8 000. Come può il DNA rag- 
giungere nella cromatina un tale stato di condensa- 
zione? Studi strutturali hanno rivelato che questa ca- 
pacità scaturisce da tre livelli di ripiegamento. Di- 
scuteremo di questi livelli più oltre, iniziando con 
il livello più basso. Iniziamo tuttavia con lo studiare 
le proteine responsabili di gran parte di questi ripie- 
gamenti. 


A. Gli istoni 


Le proteine che compongono la cromatina, e che 
rappresentano più della metà della sua massa, sono 
costituite prevalentemente da istoni. Ci sono cinque 
classi principali di queste proteine, gli istoni H1, 
H2A, H2B, H3 e HA, di cui tutte presentano una 
grossa quota di residui carichi positivamente (Arg 
e Lys; Tabella 33.1). Queste proteine quindi si legano 
ai gruppi fosfato carichi negativamente del DNA. gli 
istoni infatti possono essere estratti dalla cromatina 
con NaCl 0,5M, una soluzione salina sufficientemen- 
te concentrata da poter interferire con queste intera- 
zioni elettrostatiche. 
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Tabella 33.1 Gli istoni presenti nel timo di vitello 


Peso 
Istone RE molecolare % Arg % Lys (x1 IA 
(kD) 
HI 215 23,0 1 29 8 
H2A 129 14,0 9 11 60 
H2B 125 13,8 6 16 60 
H3 135 15,3 13 10 330 
H4 102 11,3 14 11 600 


* Unità di Periodo Evoluzionistico: il tempo necessario alla sequenza ammi- 
noacidica di una proteina per cambiare dell'1% dopo che due specie si sono 
staccate (paragrafo 6.38). 


Gli istoni sono conservati nell’evoluzione 


{1608] Le sequenze amminoacidiche degli istoni H2A, 
H2B, H3 e H4 mostrano un notevole. grado di stabili- 
tà dal punto di vista evoluzionistito (Tabella 33.1). 
Per esempio, gli istoni H4 di bovini e piselli, specie 
che si sono staccate 1,2 miliardi di anni fa, differisco- 
no solo per la sostituzione conservativa di due resi- 
dui (Fig. 33.3), il che rende HA, l’istone maggiormen- 
te conservato, una tra le proteine note più conserva- 
te nell’evoluzione (paragrafo 6.38). Una stabilità evo- 
luzionistica così rigida implica che i quattro istoni 
di cui sopra abbiano una funzione critica per la qua- 
le le loro strutture sono così ben disegnate da non 
tollerare alcun cambiamento. Il quinto istone, l’isto- 
ne H1, è più variabile degli altri; vedremo più avanti 
che il suo ruolo differisce da quello degli altri istoni. 


Gli istoni possono essere modificati 


{1609] Gli istoni sono soggetti a modificazioni postra- 
duzionali che comprendono metilazioni, acetilazio- 


ni, e fosforilazioni di specifici residui Arg, His, Lys, 
Ser e Thr. 

Tutte queste modificazioni, molte delle quali sono 
reversibili, diminuiscono le cariche positive degli isto- 
ni, alterando quindi significativamente le interazio- 
ni istone-DNA. Nonostante, però, la grande stabilità 
evoluzionistica degli istoni, il loro grado di modifica- 
zione varia enormemente tra le varie specie, tra i 
tessuti e gli stadi del ciclo cellulare. Una modificazio- 
ne particolarmente interessante è quella secondo la 
quale il 10% degli istoni H2A presentano un isopep- 
tide legato tra il gruppo eamminico della loro Lys 
119 e il gruppo carbossilico terminale della proteina 
ubiquitina. 

La coniugazione con l’ubiquitina rappresenta un se- 
gnale per la degradazione di proteine del citosol da 
parte di proteasi cellulari (paragrafo 30.6B), ma non 
è però ancora stato stabilito se questa funzione sia 
esercitata anche su H2A. Sarebbe molto sorprenden- 
te, però, se questa coniugazione con ubiduitina, così 
come altre modificazioni degli istoni, non servisse 
in qualche modo a modulare l’espressione dei geni 
degli eucarioti. 

Molti eucarioti, se non tutti, come hanno scoperto 
per primi Leonard Cohen, Kenneth Newrock e Al 
fred Zweidler, hanno sottotipi geneticamente distin- 
ti di istoni Hi, H2A, H2B e H3 la cui sintesi è avviata 
o interrotta durante stadi specifici dell’embriogenesi 
e durante lo sviluppo di particolari tipi cellulari. Le 
variazioni della sequenza di questi sottotipi sono li- 
mitate solo a pochi residui in H2A, H2B e H3, ma 
sono molto più estese nell’istone H1. Le cellule eri- 
troidi dell'embrione di pollo, infatti, contengono una 
variante H1 che differisce così tanto dagli altri istoni 
H1 da essere chiamata istone H5. Il passaggio da 
un tipo di istone all’altro sembra essere correlato con 
il differenziamento cellulare, ma la natura di questa 
relazione non è nota. 


Ac — Ser — Gly — Arg — Gly — Lvs — Gly — Gly — Lws — Gly — Leu — 10 
Gly — Lys — Gly — Gly — Ala — Lys — Arg— His — Arg— Lys — 20 
Val — Leu — Arg — Asp — Asn — Ile — Gin — Gly — Ile — Thr— 30 
Lys — Pro — Ala — Ile — Arg — Arg — Leu — Ala — Arg— Arg — 40 
Gly — Gly — Val — Lys — Arg — Ile Ser — Gly — Leu Ile — 50 
Tyr — Glu — Glu — Thr — Arg — Gly — Val — Leu — Lys — Val — 60 
Phe — Leu — Glu — Asn— Val — Ile Arg — Asp — Ala — Val — 70 
Thr — Tyr — Thr — Glu — His — Ala — Lys.— Arg— Lys— Thr— 80 
Val — Thr — Ala — Met — Asp — Val — Val— Tyr — Ala— Leu— 90 
Lys — Arg — Gln — Gly — Arg — Thr — Leu — Tyr — Gly — Phe— 100 
Giy — Gly 102 


Figura 33.3 La sequenza amminoacidica dell'istone H4 del timo di 
vitello. | 25 residui di Arg e Lys di questa proteina di 102 residui 
sono indicati in rosso. L'istone H4 dei semi di pisello differisce da 
quello del timo di vitello per sostituzioni conservative ai residui colo- 
rati: Val(60) —— Ile e Lys(77) — Arg. | residui sottolineati sono 


soggetti a modificazioni postraduzionali: Ser(1) è sempre acetilata in 
N e può anche essere fosforilata in O. | residui Lys 5, 8, 12 e 16 
possono essere acetilati in N, e la Lys(20) può essere mono- o dimeti- 
lata in N. (Fonte: DeLange, R. ]., FAMBROUGH, D. M., SMITH, E. L. 
e BONNER, }., /. Mol. Biol., 244, p. 330, p. 5678, 1969.) 


più della metà superiore della particella. La curva superiore del DNA 
(in arancio-marrone) si avvolge intorno alla periferia della particella, 
iniziando dalla posizione 0, in modo che il solco minore guardi all'e- 
sterno nelle ‘posizioni segnate dai numeri progressivi. Gli istoni che 
si possono vedere qui includono quasi tutto 1'H3 (b/u) e l'H4 (verde) 
superiori, piccole parti di H3 e H4 inferiori, e piccole parti di H2A 
(violetto) e H2B (marrone scuro). Le istruzioni per guardare diagram- 
mi stereoscopici sono date nell’Appendice al Capitolo 7. (c) Una por- 
zione della mappa di densità elettronica vista lungo l’asse di simme- 
tria del nucleo della particella dal punto 4 di (b). (Per gentile conces- 
sione di Gerard Bunick e Edward Uberbacher, University of Tenne- 
see e Oak Ridge National Laboratory.) 
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: su sù “ sei ga See agri tego Le celle di — 100 À di diametro legate da sottili tratti Istoni 
B. 1 nucleosomi: . l ei na E: di DNA apparentemente nudo, come perle in una 
il primo livello di organizzazione collana. Queste particelle sono presumibilmente A az: 
della cromatina responsabili del comportamento ai raggi X. pi 
+. Una breve digestione della cromatina per mezzo S n 
1610] Il primo livello di organizzazione della croma- di mucleasi micrococciche (che digeriscono il È 
tina è stato descritto da Roger Kornberg nel 1974 dal- DNA a doppia elica) digerisce il DNA tra alcune = î 
l’interpretazione di numerose evidenze: delle suddette particelle (Fig. 33.50); apparente- Li 
| mente le particelle proteggono il DNA ad esse 3 muli 
1. La cromatina contiene approssimativamente un strettamente associato dalla digestione da parte del- È 
numero uguale di molecole di istoni H2A, H2B, le nucleasi. L’elettroforesi su gel indica che cia- S 
H3 e H4, e non più della metà di quel numero scuna particella multiplo di n contiene — 200n bp 3 ‘ 
di molecole di istone H1. | di DNA (Fig. 33.5b). : 
2. Analisi della diffrazione dei raggi X indicano che i 5. Esperimenti di induzione di legami chimici cova- 
le fibre di cromatina hanno una struttura regola- lenti (paragrafo 7.5C) tra i vari istoni mostrano 
re che si ripete circa ogni 100 À nel senso della che gli istoni H3 e H4 si associano formando un 1 2 3 45 6 
lunghezza della fibra. Lo stesso comportamento fetramero (H3)(H4), (Fig. 33.6). Massa molecolare relativa 
ai raggi X si osserva quando il DNA purificato Nr Figura 33% L'eletiroforei | in SDS di ica ladiiciati 
o e Queste osservazioni hanno portato, Kornberg a pro. 12736 Leto si glass i una miscela i ioni HO 
gli istoni tranne H1. porre che le particelle di cromatiria, che sono chia- til o mostra Dre le bande che ci si aspetta da un tetrame- 
_ Cna A di 4 Da t . o ’ ; ro 2(H4)2. (Per gentile concessione di Roger Kornberg, MRC La- 
3. Fotografie al microscopio elettronico della croma e È DECISA sono formate dall’ottamero borsoni ef WolecuiazBiology) 
tina (Fig. 33.4) rivelano che essa consiste di parti- (H2A)x(H2B):(H3)x(H4), in associazione con -—200 bp 
di DNA. È stato postulato che il quinto istone, H1, 
sia associato in qualche modo con la parte esterna 
del nucleosoma (vedi più avanti). 
Figura 33.7 Il nucleo centrale del nucleosoma. (a) Modello schemati- 
co visto lungo l’asse di simmetria della particella e perpendicolar- 
| (a) DNA mente all'asse di superavvolgimento del DNA. (b) Immagine stereo- 
Proteina scopica della mappa di densità elettronica ad una risoluzione di 8 A 
I vista lungo l’asse di superavvolgimento del DNA, che mostra poco 
ì 
Ì 


70 À 


Figura 33.4 Fotografia al microscopio elettronico di cromatina di D. 
melanogaster in cui è mostrato come le fibre di 100 A siano collane 
di nucleosomi a distanza ravvicinata. (Per gentile concessione di Oscar 
L. Miller, Jr., University of Virginia.) 


Figura 33.5 Frammenti di cromatina di timo di vitello di lunghezza 
definita sono ottenuti tramite ultracentrifugazione su gradiente di densità 
di saccarosio di cromatina che sia stata parzialmente digerita da nu- 
cleasi micrococcica. (a) Fotografia al microscopio elettronico di fra- 
zioni del gradiente di densità di saccarosio che contengono, dall'alto 
in basso, monomeri, dimeri, trimeri e tetrameri di nucleosomi. (b) Elet- 
troforesi su gel di agarosio di DNA estratto dai multimeri di nucleoso- 
mi mostra che essi sono i corrispondenti multipli di — 200 bp. La 
colonna all'estrema destra contiene DNA dal digerito con nucleasi 
non frazionato. (Per gentile concessione di Roger Kornberg, MRC La- 
boratory of Molecular Biology.) 
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Il DNA si avvolge intorno all’ottamero di istoni 
per formare il nucleo 
della particella nucleosomiale 


La nucleasi micrococcica, come detto in prece- 
denza, inizialmente degrada la cromatina a singoli 
nucleosomi associati in complesso con l’istone H1 (par- 
ticelle chiamate cromatosomi). In seguito ad ulte- 
riore digestione, parte del DNA dei cromatosomi vie- 
ne tagliata via con un processo che libera istoni H1. 
Questo produce la cosiddetta particella centrale del 
nucleosoma, che è costituita da un tratto di DNA 
di 146 bp associato al suddetto ottamero di istoni. 
Il DNA che viene rimosso con questa digestione, e 
che costituiva il tratto di unione tra due nucleosomi 
adiacenti, è chiamato DNA linker. La sua lunghez- 
za varia tra 8 e 114 bp da organismo ad organismo 
e da tessuto a tessuto, sebbene sia di solito — 50 bp. 

La struttura ai raggi X della particella centrale del 
nucleosoma è stata determinata da Gerard Bunick e 
Edward Uberbacher (Fig. 33.7) e, indipendentemen- 
te, da Aaron Klug, John Finch e Timothy Richmond 
fino ad una risoluzione di -8 À. A questa risoluzio- 
ne così bassa le caratteristiche molecolari grossolane, 
come la struttura ad a-elica, cominciano appena ad 
essere distinguibili. La particella centrale è un disco 
simmetrico che misura 70 À di spessore e 110 À di 
diametro. Il tetramero (H3):(H4); costituisce il nucleo 
dell’ottamero di istoni, con un dimero H2A - H2B che 
forma le basi del disco. Il DNA-B si avvolge intorno 
all’ottamero di istoni come una superelica sinistrorsa 
piatta dal passo di 28 À, compiendo 1,8 giri. Ciò non 
di meno, il DNA non assume l’assetto a superelica 
uniformemente, ma viene piegato piuttosto brusca- 
mente in parecchi punti, cosicché ci sono grosse va- 
riazioni nella larghezza dei suoi solchi maggiori e 
minori. Le interazioni proteine-DNA avvengono al- 
l'interno della superelica di DNA; nessuna proteina 
circonda il DNA o sporge dai giri della superelica. 
Due paia di strutture a bastoncino, correlate simme- 
tricamente, di H3, presumibilmente a-eliche, entra- 
no in contatto con il solco minore del DNA con mo- 
dalità che ricordano superficialmente il modello pro- 
posto per l’interazione tra il DNA e le proteine 
sequenza-specifiche dei procarioti, come la proteina 
Cro (paragrafo 32.3D). 


L’istone H1 sigilla il nucleosoma 


Nella digestione con nucleasi micrococcica dei 
cromatosomi, le — 200 paia di basi sono per prima 
cosa ridotte a 160 bp. C'è quindi una pausa prima 
che l’istone Hi venga rilasciato e il DNA ulterior- 


mente accorciato a 146 bp. La simmetria doppia del- 
la particella centrale suggerisce che la riduzione del- 
la lunghezza del DNA di 166 bp avvenga tramite 
la rimozione di 10 bp da ciascuna delle sue due estre- 
mità. Poiché il DNA di 146 bp della particella centra- 
le fa 1,8 giri di superelica, il DNA di 166 bp dovreb- 
be essere in grado di fare due giri completi di supe- 
relica, la qual cosa porterebbe le sue due estremità 
il più vicino possibile. Klug ha quindi proposto che 
l’istone H1 leghi il DNA nucleosomiale in una cavità 
formata dal segmento centrale del suo DNA e dai 
segmenti entrante e uscente dalla particella centrale 
(Fig. 33.8). Questo modello è sostenuto dall’osserva- 
zione che nei filamenti di cromatina contenenti H1 
il DNA entra ed esce dal nucleosoma dallo stesso lato 
(Fig. 33.9a), mentre nella cromatina privata di H1 
i punti di entrata e di uscita sono distribuiti più ca- 
sualmente e tendono a disporsi sui lati opposti del 
nucleosoma (Fig. 33.9b). Il modello suggerisce anche 
che la lunghezza del DNA linker sia controllata dalla 
sottospecie di istone H1 ad esso legata. 


L’assemblaggio del nucleosoma 
è probabilmente mediato da un fattore 


[1613] Come si formano i nucleosomi in vivo? In vitro, 
ad alte concentrazioni saline, i nucleosomi si autoas- 
semblano a partire dalla appropriata miscela di DNA 
e di istoni. Infatti, quando sono presenti solo H3, H4 
e DNA nella miscela, si formano particelle simili ai 
nucleosomi che contengono ciascuna un tetramero 
(H3):(H4).. Presumibilmente le particelle centrali dei 


Proteina 


Figura 33.8 Si ritiene che l'istone H1 si leghi al DNA del nucleosoma 
di 166 bp. | due giri completi di superelica del DNA mettono listone 


H1 in condizione di legarsi al centro e alle due estremità del DNA. 


In questa figura l’ottamero di istoni è rappresentato dal corpo centrale 


sferoidale e la molecola H1 è rappresentata dal cilindro. 
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Figura 33.9 Fotografie al microscopio 
elettronico di (a) cromatina contenen- 
te H1 e (b) cromatina depleta di H1, 
entrambe in soluzione salina da 5 a 
15 mm. La barra rappresenta 1 000 À. 
(Per gentile concessione di Fritz Tho- 
ma, Eidgenéssische Technische Hoch- 
schule.) 


nucleosomi si formano per aggiunta di dimeri 
H2A - H2B a queste particelle. 

A concentrazioni saline fisiologiche l'assemblaggio 
dei nucleosomi in vitro avviene molto più lentamen- 
te che ad alte concentrazioni saline e, a meno che 
la concentrazione di istoni sia attentamente control. 
lata, è accompagnato da notevole precipitazione di 
istoni. Tuttavia, in presenza di nucleoplasmina, una 
proteina acida che è stata isolata dal nucleo dell’ooci- 
ta di Xenopus laevis, e di DNA topoisomerasi I (un 
enzima che taglia e lega il DNA; paragrafo 28.5C), 
l'assemblaggio dei nucleosomi procede rapidamente 
senza precipitazione di istoni. La nucleoplasmina si 


lega ‘agli istoni ma non al DNA né ai nucleosomi. 


Questo suggerisce che la nucleoplasmina partecipi al- 
l'assemblaggio dei nucleosomi agendo come uno «cha- 
peron molecolare» che mette insieme istoni e DNA in 
modo controllato, prevenendo quindi la loro aggrega- 
zione non specifica tramite le loro interazioni elettro- 
statiche, altrimenti forti. La DNA topoisomerasi I agi- 
sce senza dubbio fornendo al nucleosoma il livello 
di superavvolgimento preferito. 

Quando il DNA eucariotico si replica in vivo, en- 
trambe le molecole figlie sono immediatamente in- 
corporate in nucleosomi, come è dimostrato da foto- 
grafie al microscopio elettronico che mostrano nu- 
cleosomi su entrambi i lati di forcelle di replicazione 
attive. Quando però il DNA si replica in cellule espo- 
ste alla cicloesimmide, un inibitore della sintesi ribo- 
somiale delle proteine (paragrafo 30.3G), solo uno dei 
filamenti figli ha un aspetto «perlato» mentre l’altro 
è semplice DNA nudo (Fig. 33.10). 

Questa osservazione indica che la molecola parentale 
trasferisce i suoi nucleosomi ad uno solo dei filamen- 
ti figli, mentre l’altro si associa a nucleosomi di 
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Figura 33.10 Fotografia al microscopio elettronico di una forcella di 
replicazione del DNA generata dopo che la sintesi di nuovi istoni 
era stata bloccata dalla presenza di cicloesimmide, un inibitore della 
sintesi proteica. Solo uno dei due lati della forcella di replicazione 
è organizzato in nucleosomi, indicando quindi che i nucleosomi as- 
sociati con l'elica di DNA parentale sono trasferiti solo a una delle 


eliche figlie. (Per gentile concessione di Harold Weintraub, Hutchin- 
son Cancer Center.) 


nuova sintesi. È stato ipotizzato che i vecchi nucleo- 
somi vengano passati alla molecola figlia che contie- 
ne il filamento leader, poiché sembra improbabile 
che i nucleosomi si possano assemblare sulle regioni 
a singola elica del DNA formate per replicazione del 
filamento ritardato. 


C. | filamenti di 300 À: 


il secondo livello di organizzazione 
della cromatina 


1614] Il DNA nucleosomico di 166 bp ha un rapporto 
di condensazione di 10 (la sua lunghezza lineare di 
560 À è avvolta con un superavvolgimento alto 56 
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Figura 33.11 Fotografia al microscopio elettronico dei filamenti di 
cromatina di 300 A. Notate come i filamenti siano larghi giusto due 
o tre nucleosomi. La barra rappresenta 1 000 A. (Per gentile conces- 
sione di Jerome B. Rattner, University of Calgary.) 


A). Chiaramente, il filamento di 100 À del nucleoso- 
ma, presente a bassa forza ionica, rappresenta solo 
il primo livello di compattamento del DNA cromoso- 
mico. Il livello successivo di organizzazione cromo- 
somica si manifesta solo a forze ioniche fisiologiche. 

Con l’aumento della concentrazione salina il fila- 
mento di nucleosoma contenente H1 per prima cosa 
assume una conformazione a zig-zag (Fig. 33.9a) la 
cui comparsa suggerisce che i nucleosomi interagi- 
scano tramite contatti delle loro molecole H1. Poi, con 
l'avvicinarsi della concentrazione salina ai livelli fi- 
siologici, la cromatina forma un filamento spesso di 
300 À in cui sono visibili i nucleosomi (Fig. 33.11). 
Klung ha proposto che il filamento di 300 À sia costi- 
tuito dall’avvolgimento dei nucleosomi di 100 À in 
un solenoide che ha — 6 nucleosomi/giro e un passo 
di 110 À (cioè il diametro di un nucleosoma; Fig. 
33.12). Il solenoide è stabilizzato dalle molecole H1 
che sono formate ciascuna da un nucleo globulare 
conservato, che lega il nucleosoma, e da due braccia 
stese, N-terminale e C-terminale, relativamente va- 
riabili, che si presume entrino in contatto con nu- 
cleosomi adiacenti. Questo modello, che è in accordo 


Figura 33.12 Un modello ipotizzato del filamento di cromatina di 
300 À. Il filamento è rappresentato (dal basso in alto) come si potreb- 
be formare a concentrazioni saline crescenti. L'andamento a zig-zag 
dei nucleosomi (7, 2, 3, 4) si chiude a formare un solenoide con 
— 6 nucleosomi/giro. Si ritiene che le molecole H1, che stabilizzano 
la struttura, formino un polimero ad elica che corre lungo il centro 
del solenoide. 


© B8-08-10538-5 


con il risultato della diffrazione dei raggi X dei fila- 
menti di 300 À, ha un rapporto di condensazione 
di — 40 (pari a 6 nucleosomi, ciascuno con —200 bp 
di DNA, per un totale di 110 À). È da notare, tutta- 
via, che sono stati formulati numerosi altri modelli 
plausibili per il filamento di cromatina di 300 À. 


D. Le anse radiali: 
il terzo livello di organizzazione 
della cromatina 


1615]In metafase i cromosomi depleti di istoni mo- 


strano una impalcatura proteica fibrosa centrale cir- 


condata da un esteso alone di DNA (Fig. 33.130). Si 
nota che le eliche di DNA che si riescono a seguire 
formano delle anse che entrano ed escono dall’im- 
palcatura quasi allo stesso punto (Fig. 33.13b). Molte 
di queste anse hanno lunghezze comprese tra 15 e 


| 


(b) : 


L'espressione dei geni negli eucarioti 1191 


€ B8-08-10538-5 


ERE 
n. d ESSA 
CE “ADR” t 

Figura 33.13 Fotografie al microscopio elettronico di un cromosoma 
umano in metafase depleto di istoni. (2) La matrice proteica centrale 
(impalcatura) serve ad ancorare il DNA circostante. (6) Ad un ingran- 
dimento superiore si può osservare che il DNA è attaccato all’impal- 


catura in anse. La barra rappresenta 2 am. (Per gentife concessione 
di Ulrich Laemmli, Università di Ginevra.) 


30 um (che corrispondono a 45-90 kb), dal che si de- 
duce che, una volta condensate come filamenti di 
300 À, esse dovrebbero essere lunghe —0,6 um. Fo- 
tografie al microscopio elettronico di cromosomi in 
sezione trasversale, come nella Fig. 33.140, suggeri- 
scono fortemente che le fibre di cromatina dei cro- 
mosomi in metafase siano arrangiate con andamento 
radiale. Se le anse osservate corrispondessero a que- 
ste fibre radiali, ciascuna di esse contribuirebbe per 
0,3 um al diametro del cromosoma (una fibra deve 
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Figura 33.14 (a) Fotografia al microscopio elettronico di un cromoso- 
ma umano in metafase in sezione trasversa. Notate la massa di fibre 
di cromatina che si proiettano in senso radiale dall’impalcatura cen- 
trale. (Per cortesia di Ulrich Laemmli, Università di Ginevra.) (b) Di- 
segno interpretativo che mostra come si ritiene che le anse radiali 
lunghe 0,3 um si combinino con l'impalcatura di 0,4 am per formare 
il cromosoma in metafase del diametro di 1,0 um. 
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ripiegarsi su se stessa per formare un’ansa). Conside- 
rando la larghezza di 0,4 um dell’impalcatura, que- 
sto modello predice per un cromosoma in metafase 
un diametro di 1,0 um, in accordo con quanto si os- 
serva (Fig. 33.14b). Un tipico cromosoma umano, che 
contiene — 140 milioni di bp, dovrebbe quindi avere 
-2000 di queste anse radiali di — 70 kb. L’impalca- 
tura di 0,4 um di diametro per 6 um lunghezza di 
tale cromosoma ha un’area sufficiente per legare que- 
sto numero di anse radiali. Il modello delle anse ra- 
diali corrisponde quindi al rapporto di condensazio- 
ne del DNA osservato nei cromosomi in metafase. 

Non si sa quasi nulla di come i filamenti di 300 À 
si organizzino per formare le anse radiali né di co- 
me i cromosomi metafasici e i cromosomi interfasici, 
molto più dispersi, si interconvertano gli uni negli 
altri. Di certo proteine non istoniche, le cui centi- 
naia e forse migliaia di varietà costituiscono quasi 
il 10% della quota proteica dei cromosomi, devono 
essere coinvolte in questi processi. Ci sono inoltre in- 
teressanti indicazioni che le anse radiali siano le uni- 
tà di trascrizione dei cromosomi. 


E. | cromosomi politenici 


La struttura diffusa della maggior parte dei cro- 
mosomi durante l’interfase (Fig. 33.2) ne rende im- 
possibile la caratterizzazione a livello di geni indivi- 
duali. La natura però ha ovviato a questa difficoltà 
mediante la produzione di cromosomi bandeggiati 
e «giganti» in alcune cellule secretorie che non si di- 
vidono dei ditteri (insetti a due ali) (Fig. 33.15). Que- 
sti cromosomi, di cui quelli delle ghiandole salivari 
della larva di Drosophila melanogaster sono i più este- 
samente studiati, sono prodotti per replicazioni mul. 
tiple di coppie diploidi unite in parallelo in cui le 
repliche rimangono unite l’una all’altra ed in fase. 
Ciascuna coppia diploide può replicarsi in questo mo- 


do fino a nove volte, così che il cromosoma polite- ‘ 


nico finale contiene fino a 2x2°=1024 eliche. 

I quattro cromosomi giganti della Drosophila han- 
no una lunghezza aggregata di —- 2 mm così che il 
loro genoma aploide di 1,65x 105 bp in questi cro- 
mosomi ha un rapporto di condensazione medio di 
quasi 30. Circa il 95% di questo DNA è concentrato 
in bande cromosomiche (Fig. 33.16). Queste bande 
(più propriamente dette cromomeri), che vengono 
visualizzate al microscopio tramite colorazione, han- 
no un aspetto caratteristico per ogni ceppo di Droso- 
phila. Riarrangiamenti cromosomici quali duplicazio- 
ni, delezioni e inversioni hanno come risultato cam- 
biamenti nell’assetto delle bande corrispondenti. Il 
bandeggio di un cromosoma politenico, quindi, costi- 
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Figura 33.15 Fotografia al microscopio dei cromosomi politenici co- 
lorati della ghiandola salivare di D. melanogaster. Questi cromosomi 
sono formati da bande che si colorano intensamente inframmezzate 
da regioni che si colorano debolmente. Tutti e quattro i cromosomi 
in una singola cellula sono tenuti insieme dai loro centromeri. Le 
posizioni sul cromosoma dei geni che codificano la alcol deidrogena- 
si (ADH), la aldeide ossidasi (Aldox) e la ottanolo deidrogenasi (ODH) 
sono indicate. (Per gentile concessione di B. P. Kaufmann, University 
of Michigan.) 


Figura 33.16 Fotografia al microscopio elettronico di un segmento 
di un cromosoma politenico di D. melanogaster. Notate come le sue 
regioni comprese tra le bande siano formate da fibre di cromatina 
che sono più o meno parallele all'asse longitudinale del cromosoma, 
mentre le bande, che contengono il — 95% del DNA del cromosoma, 
sono molto più condensate. (Per gentile concessione di Gary Burk- 
holder, University of Saskatchewan.) 
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tuisce una mappa citologica parallela alla sua map- 
pa genetica. 

I cromosomi di Drosophila presentano — 5 000 ban- 

de, più o meno pari al numero stimato di proteine 
prodotte dalla Drosophila. 
Questa correlazione suggerisce che ogni banda cro- 
mosomica corrisponda a un singolo gene strutturale, 
un'ipotesi corroborata dai risultati della tecnica di 
ibridizzazione in situ. 


0) 
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Figura 33.17 Autoradiografia di un cromosoma politenico di D. mela- 
nogaster ibridizzato in situ con cDNA di una proteina del tuorlo. 
I grani scuri (freccia) identificano la localizzazione sul cromosoma 
del gene della proteina del tuorlo. (Fonte: BARNETT, T., PacHL, C., GER- 
GEN, |. P. e Wensink, P. C., Cell, 21, p. 735, 1980. Copyright © 
1980 Cell Press.) 


In questa tecnica, messa a punto da Mary Lou Par- 
due e Joseph Gall, una preparazione di cromosomi 
immobilizzati viene trattata con NaOH per denatu- 
rarne il DNA, ibridizzata con un mRNA purificato 
e radiomarcato (o con il corrispondente cDNA), e il 
sito di legame sul cromosoma della sonda radioattiva 
viene identificato tramite autoradiografia. 

Un dato mRNA ibridizza con una (o al massimo alcu- 
ne) banda cromosomica (Fig. 33.17). Vedremo che que- 
ste bande, che probabilmente corrispondono alle anse 
radiali dei cromosomi in metafase, rappresentano le 
unità di trascrizione dei cromosomi (paragrafo 33.3). 


2. L'ORGANIZZAZIONE DEL GENOMA 


Gli organismi superiori possiedono una grande 
varietà di cellule che differiscono non solo per il loro 
aspetto (Fig. 1.10) ma anche per le proteine sintetiz- 


zate. Le cellule acinose del pancreas, per esempio, 
sintetizzano grandi quantità di enzimi digestivi com- 
prese tripsina e chimotripsina, ma non insulina, men- 
tre le adiacenti cellule 8 pancreatiche producono gran- 
di quantità di insulina ma nessun enzima digestivo. 
Chiaramente, ciascuno di questi diversi tipi di cellu- 
le esprime geni diversi. E tuttavia la maggior parte 
delle cellule somatiche di un organismo multicellula- 
re contiene le stesse informazioni genetiche dell’uo- 
vo fecondato da cui sono derivate (un fenomeno de- 
scritto come totipotenza). 

Ciò è stato dimostrato, per esempio, da John Gur- 
don, che è riuscito a crescere rane adulte normali 
a partire da un uovo fecondato il cui nucleo era stato 
sostituito con il nucleo di una cellula intestinale di 
girino. In questo paragrafo descriveremo l’organiz- 
zazione del genoma nei cromosomi degli eucarioti, 
che permette questa enorme flessibilità di espressio- 
ne. Come viene controllata questa espressione gene- 
tica sarà il soggetto del paragrafo 33.3. 


A. Il paradosso del valore C 


[1618] Ci si potrebbe ragionevolmente aspettare che 
la complessità di un organismo sì correli approssi- 
mativamente con il suo valore C, cioè la quantità 
di DNA;del suo genoma aploide. Dopo tutto, la com- 
plessità rriorfologica di un organismo deve riflettere 
la complessità genetica che ne è alla base. Ciò non 
di meno, in quello che è noto come il paradosso 


. del valore C, molti organismi hanno un valore C 


inaspettatamente grande (Fig. 33.18). Per esempio, il 
genoma dei «polmonati» (gruppo di pesci arcaici che 
respirano aria) è da 10 a 15 volte più esteso di quello 
dei mammiferi, e quello di alcune salamandre è an- 
che più ampio. Il paradosso del valore C, inoltre, si 
applica persino a specie strettamente correlate; per 
esempio, i valori C di numerose specie di Drosophila 
variano anche di 2,5 volte. Questo DNA «extra» nei 
genomi più ampi ha una funzione, e, se non ce l’ha, 
perché è conservato di generazione in generazione? 

Si pensa che il genoma di 4 milioni di bp di E. coli 
codifichi — 3000 prodotti genici (di cui ne sono stati 
caratterizzati circa la metà). Per contro, si stima che 
il genoma aploide umano, di 2,9 miliardi di bp, che 
è 700 volte più grande di quello di E. coli, codifichi 
30-40 000 proteine; ciò significa che gli esseri umani 
hanno un numero di geni strutturali solo di 10-13 
volte superiore a quello di E. coli. Certamente il con- 
trollo dell’espressione genica negli eucarioti deve es- 
sere un processo molto più elaborato che nei proca- 
rioti. E tuttavia, tutto il DNA non espresso del geno- 


[ENTI ZII nei ZZZ ZII 


1194 Capitolo 33 


© 88-08-10538-35 


> 100 BEI Mammiferi 
SSR Uccelli 
Dl Rettili 
Mrs: Rane e rospi 
VEE Salamandre 
E Apodi 


A Pesci polmonati 
VISESEIBEIZNIA Pesci ossei 


ESE Squali 
IRSA Agnati (lIamprede) 
1 Cefalocordati 
I Urocordati (tunicati) 
EEE. Artropodi 
TUEEERSZEESSIZZA Molluschi 


55 F I Anellidi 
BIZ Echinodermi 
40 di WEA Angiosperme 


EEE Gimnosperme 
EEE EEA Preropsidi (felci) 
VEST NIEZINDN Licopodio 


Numero approssimativo di tipi cellulari 
Complessità morfologica crescente "=> 


20 1 PESSINA Briofite (muschi) 
I Nematodi 
14-20 | I Celenterati 
11-- EH Spugne 
1-50 [n ni Alghe 
1-5 EEE ENENEESZNZZNE Protozoi 
1-5 PERSEO Funghi 
SARO 


105 10° 108 10° 1010 1015 101? 
i Dimensioni del genoma aploide (coppie di nucleotidi) 


Figura 33.18 La gamma di contenuto di DNA del genoma aploide 
in varie categorie di organismi, indicante il paradosso del valore C. 
La complessità morfologica degli organismi, stimata secondo il loro 
numero di tipi cellulari, aumenta dal basso in alto. (Fonte: Rarr, R. 
A. e KAUFMAN, T. C., Embryos, Genes and Evolution, p. 314, Mac- 
millan, 1983.) 


10000 bp (paragrafo 28.2C), denaturato e tenuto a 
bassa concentrazione di modo che gli effetti di ag- 
grovigliamento meccanico siano bassi, l'elemento che 
determina il ritmo di rinaturazione è la collisione di 
sequenze complementari. Una volta che le sequenze 
complementari si sono ritrovate per diffusione ca- 
suale, si associano rapidamente per formare moleco- 


ma umano, che è almeno il 98% del totale, serve per le a doppia elica. Il ritmo di rinaturazione del DNA 


il controllo dell’espressione genica? % denaturato è quindi espresso da 
Al momento attuale non siamo in grado di rispon- 
dere in modo soddisfacente alle suddette questioni. d{A] 


Come vedremo più avanti, però, stiamo imparando do K[AXB] [33.1] 


moltissimo sull’organizzazione genetica dettagliata 
dei cromosomi degli eucarioti. Questo tipo di infor- 
mazione contribuirà senza dubbio pesantemente nel 
dare una risposta a queste domande. 


dove A e B rappresentano le sequenze a singola elica 
complementari e k è una costante di velocità di se- 
condo ordine (paragrafo 13.1B). Poiché nel DNA a 
doppia elica [A]=[B], l’equazione 33.1 si integra in 


L’analisi della curva Cot 1 1 


indica complessità del DNA TAI {[Alo di 


[33.2] 


1619] Il ritmo a cui si rinatura il DNA è indicativo 
della lunghezza delle sue sequenze uniche. Se il DNA 
viene frantumato in frammenti uniformi da 300 a 


ove [A]n è la concentrazione iniziale di A. 
È conveniente misurare la frazione f di eliche non 
appaiate 
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= [33.3] 


Combinando le equazioni 33.2 e 33.3 sì ottiene 


agrnge a 
1+[Alokt 


SF [33.4] 


I termini di concentrazione in questa equazione sì 
riferiscono alle sequenze uniche poiché la collisione 
di sequenze non complementari non porta a rinatu- 
razione. Quindi se Co è la concentrazione iniziale di 
coppie di basi in soluzione, allora 


[Alo=— [33.5] 


dove r è il numero di paia di basi di ciascuna se- 
quenza unica, ed è noto come la complessità del 
DNA. Per esempio, la sequenza ripetùta (AGCT), ha 
una complessità di 4, mentre un cromosoma di E. 
coli, che consiste di una sequenza non ripetuta di 
4 milioni di bp, ha una complessità di 4 milioni. Com- 
binando le equazioni 33.4 e 33.5 si ottiene 


1 


STTT7EZAZA 33.6 
f 1+Cokt/x L 


Quando la metà delle molecole del campione si sono 
rinaturate, f=0,5 così che 


10 


0.5 
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x 
Cot12= E [33.7] 


dove t1/9 è il tempo in cui questo avviene. La costan- 
te di velocità k è caratteristica della frequenza con 
cui singole eliche collidono in soluzione nelle condi- 
zioni impiegate, così che essa è indipendente dalla 
complessità del DNA e, per frammenti di DNA ra- 
gionevolmente corti, dalla lunghezza dell’elica. Di 
conseguenza, per un dato insieme di condizioni, il va- 
lore di Cota dipende solo dalla complessità x del 
DNA. Questa situazione è illustrata nella Fig. 33.19, 
che è una serie di curve di f in funzione di Cot per 
diversi DNA. Ci si riferisce a questi grafici come alle 
curve Cot (pronunciato «cot». La complessità dei 
DNA nella Fig. 33.19 varia da 1 per poli(A) - poli(U) 
sintetico a — 3x 10° per alcune frazioni di DNA di 
mammifero. I corrispondenti valori di Coty varia- 
no in accordo. 

La velocità e la sensibilità dell’analisi della curva 
Cot è molto aumentata mediante il frazionamento su 
idrossiapatite del DNA in rinaturazione. L’idrossia- 
patite, come ricorderete (paragrafo 28.4B), lega DNA 
a doppia elica ad una concentrazione di fosfati più 
alta di quella a cui lega DNA a singola elica. I DNA 
a singola e a doppia elica in una soluzione di DNA 
rinaturante possono quindi essere separati tramite 
cromatografia su idrossiapatite, e la quantità di cia- 
scun tipo misurata. Il DNA a singola elica può quin- 
di essere ulteriormente rinaturato e il processo ripe- 
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Figura 33.19 Le curve di riassociazione (Cot) del DNA a doppia eli- 
ca derivato dalle fonti indicate. Il DNA è stato sciolto in una soluzio- 
ne contenente 0,18M Na* e frantumato in frammenti di lunghezza 


Vitello 
(frazione 
non ripetitiva) 


041 10 102 103 104 
Cot (mol -s-171) 


media di 400 bp. La scala superiore indica la taglia del genoma di 
alcuni DNA (MS2 e T4 sono batteriofagi). (Fonte: BRITTEN, R. ]. e KoH- 
NE, D. E., Science, 161, p. 530, 1968.) 
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tuto. Se il DNA rinaturante è radiomarcato, se ne 
potranno individuare quantità molto più piccole di 
quanto sia possibile mediante spettroscopia. Così, tra- 
mite la cromatografia su idrossiapatite di DNA ra- 
diomarcato, si può convenientemente misurare la cur- 
va Cot di DNA di tale complessità il cui ty, è di gior- 
ni o settimane in una piccola frazione di questo pe- 
riodo. 


B. Le sequenze ripetute 


Considerate un campione di DNA consistente 
di sequenze con vario grado di complessità. La sua 
curva Cot, come nella Fig. 33.20 per esempio, è la 
somma delle curve Cot individuali di ciascuna clas- 
se di complessità del DNA. L’analisi della curva Cot 
ha dimostrato che il DNA virale e dei procarioti ha 
poche, se non nessuna, sequenze ripetute (Fig. 33.19, 
MS2, T4 e E. coli). Al contrario, il DNA degli eucarioti 
mostra curve Cot complesse (Fig. 33.21) che devono 
derivare dalla presenza di segmenti di DNA di sva- 
riate complessità differenti. 

L’analisi della cinetica indica che le curve Cot de- 
gli eucarioti possono essere attribuite alla presenza 
di quattro classi di DNA definite in modo in un certo 
senso arbitrario: (1) sequenze uniche (— 1 copia/ge- 
noma aploide), (2) sequenze moderatamente ripe- 
tute (o ripetitive) (< 10° copie/genoma aploide), (3) 
sequenze altamente ripetute (> 10° copie/genoma 
aploide), e (4) sequenze ripetute invertite. Le se- 


Coppie di nucleotidi 


10 102 103 104 105 108 107 108 
1,00 


Frazione non associata, Î 
(e) 
(e1l 
le) 


10 102 103 


10-5 104 1073 1072 0,1 1 
Gt (mol -s-17*) 


Figura 33.20 La curva (Cot) di una ipotetica molecola di DNA che 
era, prima della frammentazione, lunga 2 milioni di bp e formata 
da una sequenza unica di 1 milione di bp e da 1 000 copie di una 
sequenza di 1000 bp. Notate la natura bifasica della curva. 
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Figura 33.21 La curva (Cot) del DNA di Strongylocentrotus purpura- 
tus (un riccio di mare). (Fonte: Gatau, G. A., BRITTEN, R. ]. e DaviD- 
SON, E. H., Cell, 2, p. 11, 1974.) 


quenze e la distribuzione cromosomica di questi seg- 
menti di DNA variano con le specie, e quindi non 
si può fare una descrizione unificata di come sono 
organizzati. Ciò non di meno si possono fare alcune 
generalizzazioni, come vedremo più avanti. 


Le sequenze ripetute invertite formano 
strutture che si piegano su se stesse 


Il DNA di eucariote che si riassocia più rapida- 
mente, e che rappresenta fino al 10% di certi geno- 
mi, rinatura con una cinetica di primo ordine. Evi- 
dentemente questo DNA contiene sequenze inverti 
te (complementari a se stesse) molto vicine, che pos- 
sono ripiegarsi su se stesse formando strutture ri- 
piegate a forcina per capelli (Fig. 33.220). Le sequen- 
ze invertite possono essere isolate assorbendo su idros- 
siapatite le coppie di DNA che si formano a valori 
di Cot molto bassi, e degradando quindi le code e 
le anse a singola elica con nucleasi S1 (una endonu- 
cleasi ricavata dall’Aspergillus oryzae che digerisce 
preferenzialmente DNA a singola elica). Le sequen- 
ze ripetute invertite che ne risultano variano in lun- 
ghezza da 100 a 1000 bp, che sono taglie troppo gran- 
di per avere avuto una evoluzione casuale. Studi con- 
dotti mediante ibridizzazione in situ su cromosomi 
in metafase usando queste sequenze ripetute inverti 
te come sonda mostrano che esse sono distribuite in 
molti punti sul cromosoma. 


1622] 
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Figura 33.22 Strutture di DNA ripiegate su se stesse. (a) Del DNA 
a singola elica contenente una sequenza ripetuta invertita formerà, 
in condizioni rinaturanti, un’ansa di basi appaiate nota come struttura 
ripiegata su se stessa. In questo caso A è complementare ad A‘, 8 
a B’ ecc. (b) Una sequenza ripetuta invertita nel DNA a doppia elica 
potrebbe assumere una conformazione a croce formata da due strut- 
ture ripiegate su se stesse opposte. La stabilità di questa struttura sa- 
rebbe inferiore a quella del corrispondente DNA a doppia elica, ma 
solo per la perdita dell'energia di appaiamento delle basi nelle anse 
non appaiate. 


La funzione delle sequenze ripetute invertite, di 
cui nel genoma umano se ne contano circa 2 milioni, 
è sconosciuta. Tuttavia, siccome le strutture a croce 
che vengono formate da strutture ripiegate appaiate 
(Fig. 33.225) sono solo leggermente meno stabili del- 
la corrispondente coppia di DNA normale, è stato 
suggerito che le sequenze ripetute invertite funzio- 


nino come una sorta di interruttore molecolare della 
cromatina. 


Il DNA altamente ripetitivo 
è concentrato ai centromeri 


1622] Il DNA altamente ripetitivo consiste di gruppi 
di sequenze quasi identiche lunghe fino a 10 bp che 
sono ripetute in tandem migliaia di volte. Tale DNA 
a sequenza semplice può essere spesso separato dal 
resto del DNA cromosomico mediante degradazione 
meccanica seguita da ultracentrifugazione su gradien- 
te di densità di CsCÌ, dato che la sua caratteristica 
composizione di basi ne determina l’isolamento co- 
me «satellite» della banda principale di DNA (Fig. 
33.23; ricordate che la densità di galleggiamento del 
DNA in CsCl aumenta con l'aumentare del contenu- 
to di G+C; paragrafo 28.4D). Le sequenze di questo 
DNA, che è anche conosciuto come DNA satellite, 
sono specie-specifiche. Per esempio il granchio Can- 
cer borealis ha una semplice sequenza di DNA, che 
ammonta al 30% del suo genoma, in cui l’unità ripe- 
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Figura 33.23 La distribuzione delle densità di galleggiamento del DNA 
di Drosophila virilis centrifugato all'equilibrio in CsCl neutro. Sono 
presenti tre bande maggioritarie di DNA satellite (p= 1,692, 1,688 
e 1,671), in aggiunta alla banda principale di DNA (p= 1,70). (Fonte: 
Gatt, }. G., COHEN, E. H. e ATHERTON, D. D., Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., 38, p. 417, 1973.) 
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tuta è il dinucleotide AT. Il DNA di Drosophila viri- 
lis presenta tre bande satelliti (Fig. 33.23), ciascuna 
delle quali consiste di sequenze ripetute di sette nu- 
cleotidi diverse, anche se strettamente correlate: 


3'TGTTTGA-5' 
Satellite I 


3'—TATTTGA-5 
Satellite II 


3'TGITTAA-5 
Satellite IM 


Esse rappresentano rispettivamente il 25, l°8 e 18% 
del genoma di 4,4 x 107 bp di Drosophila virilis, 
il che significa che esse sono ripetute 11, 3,6 e 3,6 
milioni di volte. 

L’ibridizzazione in situ di cromosomi di topo con 
RNA marcato con 3H sintetizzato sullo stampo di 
DNA di una sequenza semplice di topo ha stabilito 
che il DNA di sequenza semplice è concentrato nelle 
regioni di eterocromatina associate con il centrome- 
ro del cromosoma (Fig. 33.24). Questa osservazione 
suggerisce che la sequenza semplice di DNA, che non 
è trascritta in vivo, serva per l’allineamento dei cro- 
mosomi omologhi durante la meiosi e/o ne faciliti la 
ricombinazione. Questa ipotesi è avvalorata dalle os- 
servazioni che il DNA satellite è in gran parte o inte- 
ramente eliminato nelle cellule somatiche di nume- 
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Figura 33.24 Autoradiografia di cromosomi di topo che mostra la 
localizzazione del loro DNA satellite mediante ibridizzazione in situ. 
(Per gentile concessione di Joseph Gall, Carnegie Institution of Wa- 
shington.) 
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rosi eucarioti (che non sono quindi più totipotenti) 
ma non nelle loro cellule germinali. Le proteine cro- 
mosomiche che si presume si leghino in modo speci- 
fico al DNA a sequenze semplici non sono però anco- 
ra state identificate. 


Il DNA moderatamente ripetitivo 
è organizzato in sequenze ripetute sparse 


1623] Il DVA moderatamente ripetitivo è presente in 
segmenti che vanno da 100 a parecchie migliaia di 
bp che sono sparsi tra blocchi più grossi di DNA a 
sequenza unica. 

Una parte di questo DNA ripetitivo consiste di grup- 
pi di geni ripetuti in tandem che codificano prodotti 
di cui le cellule hanno bisogno in grandi quantità, 
quali RNA ribosomiale, il tRNA e gli istoni. L'orga- 
nizzazione di questi geni ripetuti è discussa nel pa- 
ragrafo 33.2C. Tuttavia, la maggior parte del DNA 
moderatamente ripetitivo, sebbene possa essere tra- 
scritto, non codifica RNA con una funzione nota. Il 
DNA di questo tipo meglio caratterizzato è conosciu- 
to come la famiglia Alu, così detta perché la mag- 
gior parte dei suoi segmenti di — 300 bp contengono 
il sito di taglio dell’enzima di restrizione AluI (Ta- 
bella 28.5). . 

La famiglia Alu è il'DNA moderatamente ripetitivo 
più abbondante nel.genoma umano; il genoma con- 
tiene da 300 a 500 mila sequenze Alu ampiamente 
distribuite che sono, in media, omologhe per l’80-90% 
alla loro sequenza consenso. Il DNA Alu è presente 
anche nelle scimmie e nei roditori, e sequenze Alu- 
simili sono presenti in organismi distanti come muf- 
fe mucillaginose, echinodermi, anfibi e uccelli. No- 
nostante la famiglia Alu rappresenti il principale DNA 
moderatamente ripetitivo in molto organismi, essa 
non è affatto l’unica. Il genoma dei vertebrati, infat- 
ti, come hanno mostrato-le analisi di sequenza, con- 
tiene generalmente numerose varietà differenti di 
DNA moderatamente ripetitivo. 


La funzione del DNA moderatamente ripetitivo 
è sconosciuta 


Sembra probabile, considerando le sue diverse 
lunghezze e numero di copie, che il DNA moderata- 
mente ripetitivo non espresso abbia numerose fun- 
zioni diverse. Non c’è tuttavia grande evidenza spe- 
rimentale a sostegno di nessuna delle varie proposte 
che sono state fatte a questo riguardo. La proposta 
a cui viene dato di solito il maggior credito è che 
il DNA moderatamente ripetitivo funzioni come se- 


1625 
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quenza di controllo che partecipa all’attivazione coor- 
dinata di geni adiacenti. Un’altra possibilità, che si 
basa sull’osservazione che il DNA Alu contiene un 
segmento che è omologo all’origine di replicazione 
dei papovavirus, è che certe famiglie di DNA mo- 
deratamente ripetitivi funzionino come origini di re- 
plicazione del DNA. Una terza classe di funzioni pro- 
poste per il DNA moderatamente ripetitivo è che es- 
so aumenti la versatilità evoluzionistica del genoma 
degli eucarioti facilitando i riarrangiamenti dei cro- 
mosomi e/o formando riserve da cui attingere nuove 
sequenze funzionali. Evidenze genetiche, infatti, in- 
dicano che i retrotrasposoni (paragrafo 31.6B) che, 
per esempio, rappresentano circa il 3% del genoma 
della Drosophila promuovono i riarrangiamenti cro- 
mosomici. 

Prendendo in considerazione sia l'enorme quantità 
di DNA ripetitivo in gran parte dei genomi degli eu- 
carioti sia la penuria di conferme sperimentali per 
ciascuna delle ipotesi di cui sopra, bisogna seriamen- 
te considerare che questo DNA ripetitivo non abbia 
alcun ruolo utile per il suo ospite. Esso sarebbe piut- 
tosto DNA «egoista» o «spazzatura», cioè un pa- 
rassita molecolare che nel corso di molte generazio- 
ni si è disseminato nel genoma tramite un qualche 
tipo di processo di trasposizione. La teoria della sele- 
zione naturale indica che l’aumentato fardello meta- 
bolico imposto dalla replicazione di un altrimenti in- 
nocuo DNA «egoista» potrebbe alla fine portare alla 
sua eliminazione. 

Tuttavia, per degli eucarioti a crescita lenta, lo svan- 
taggio relativo di replicare, diciamo, un migliaio di 
bp di DNA egoista su un genoma di — 1 milione di 
bp sarebbe così lieve che il suo ritmo di eliminazio- 
ne sarebbe bilanciato dal suo ritmo di propagazione. 
Il paradosso del valore C può quindi semplicemente 
indicare che una frazione significativa, se non la mag- 


gior parte, di ogni genoma eucariote è rappresentato 
da DNA egoista. 


C. Gruppi di geni in tandem 


625] La maggior parte dei geni è presente solo una 
volta nel genoma aploide di un organismo. Questa 
situazione è accettabile, anche per geni che codifica- 
no proteine che devono essere sintetizzate in gran 
numero, grazie all’accumulo degli RNA corrispon- 
denti. Tuttavia, la grande domanda da parte della 
cellula di rRNA (che rappresenta 1'80% dell’RNA di 
una cellula) e di tRNA, che sono tutti prodotti della 
trascrizione, può solo essere soddisfatta mediante l’e- 
spressione di copie multiple dei geni che li codifica- 
no. Nei paragrafi seguenti discuteremo dell’organiz- 


Geni dell’rRNA 
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dell'rRNA 45S 
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Figura 33.25 | geni degli rRNA 185, 5,85 e 28S sono organizzati 
in sequenze ripetute in tandem in cui le sequenze che codificano 


l'rRNA precursore di 455 sono inframmezzate da spaziatori non tra- 
scritti. 


zazione dei geni che codificano rRNA e tRNA. Pren- 
deremo anche in considerazione l’organizzazione dei 
geni degli istoni, i soli geni che codificano proteine 


che siano presenti con un numero multiplo di copie 
identiche. 


I geni di rRNA sono organizzati 
in gruppi ripetuti 


Abbiamo visto nei paragrafi 29.4B e 29.4C che 
anche il genoma di £. coli, che altrimenti consiste 
di sequenze uniche, presenta copie multiple dei geni 
di rRNA e tRNA. Negli eucarioti i geni che codifica- 
no gli rRNA 185, 5,8S e 28S sono invariabilmente ar- 
rangiati secondo questo ordine, andando da 5’ a 3’ 
sullo stampo di DNA, e sono separati da dei corti 
spaziatori che vengono trascritti formando una sin- 
gola unità di trascrizione di —7 500 bp (Fig. 33.25). 
(Ricordate che il trascritto primario di questo grup- 
po di geni è un RNA 45S da cui derivano gli rRNA 
maturi mediante digestione postrascrizionale; para- 
grafo 29.4B.) Questa disposizione dei geni di rRNA 
è infatti universale, poiché l’estremità 5' dell’rRNA 
procariotico 23S è omologa a quella dell’rRNA 5,8S 
degli eucarioti (paragrafo 30.3A). 

Fotografie al microscopio elettronico, come quella 
della Fig. 33.26, indicano che i blocchi dei geni di rRNA 
trascritti degli eucarioti sono disposti in tandem ripe- 
tuti che sono separati da spaziatori non trascritti (Fig. 
33.25). Questi tandem ripetuti sono lunghi tipicamen- 
te — 12 000 bp, nonostante la lunghezza degli spazia- 
tori non trascritti vari da specie a specie e, in misura 
minore, da gene a gene. Determinazioni quantitati- 
ve della quantità di rRNA radiomarcato in grado di 
ibridizzare con il corrispondente. DNA nucleare 
(rDNA) mostrano che questi geni per rRNA, che pos- 
sono essere distribuiti su diversi cromosomi, variano 
in numero aploide da 50 a più di 10000, a seconda 
delle specie. Nell'uomo ci sono da 50 a 200 blocchi 
di rRNA distribuiti in cinque cromosomi. 
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Figura 33.26 Una fotografia al microscopio elettronico di schiere di 
geni degli rRNA 185, 5,85 e 285 attivamente trascritti nei nucleoli 
di Notophthalmus viridescens. Le fibre assiali sono DNA. Le matrici 
fibrillari «ad albero di Natale», che sono formate da RNA di nuova 
sintesi organizzato in complesso con proteine, sottolineano ciascuna 
unità di trascrizione. Notate che i rami di ribonucleoproteine più lun- 
ghi di ciascun «albero di Natale» sono solo il — 10% della lunghezza 
dello stelo di DNA corrispondente. Apparentemente l’RNA è compat- 
tato mediante interazioni strutturali secondarie e/o associazioni con 
proteine. | segmenti di DNA privi di matrice tra le punte di freccia 
sono gli spaziatori non trascritti. (Per gentile concessione di Oscar 
L. Miller, Jr., University of Virginia.) 


Il nucleolo è la sede della sintesi di rRNA 
e dell’assemblaggio dei ribosomi 


[1627] In un tipico nucleo di una cellula in interfase, 
PrDNA si condensa formando un singolo nucleolo 
(Fig. 1.5). Lì, come suggerisce la Fig. 33.26, questi 
geni sono trascritti rapidamente e continuamente da 
parte della RNA polimerasi I (paragrafo 29.2F). Il nu- 
cleolo, come è dimostrato da esperimenti di radio- 
marcatura, è anche la sede dove questi rRNA subi- 
scono modificazioni postrascrizionali e vengono as- 
semblati come subunità ribosomiali immature con 
proteine ribosomiali sintetizzate nel citoplasma. L'as- 
semblaggio finale delle subunità ribosomiali avviene 


solo quando esse vengono trasferite nel citoplasma, 
il che presumibilmente impedisce che vengano tra- 


dotti prematuramente degli mRNA parzialmente ri- 
maneggiati nel nucleo (hnRNA). 


rRNA 5S è sintetizzato 
separatamente dagli altri rRNA 


G628]I geni che codificano gli rRNA 5$ di 120 nu- 
cleotidi, così come gli altri geni di rRNA, sono dispo- 
sti in gruppi che contengono un totale di parecchie 
centinaia o migliaia di tandem ripetuti distribuiti su 
uno 0 più cromosomi. Nello Xenopus laevis, l’organi- 
smo in cui i geni di rRNA 5S sono stati meglio carat- 
terizzati, le unità ripetitive consistono del gene di 
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rRNA 55, di un adiacente pseudogene (un segmen- 
to di 101 bp del gene di rRNA 5S che, curiosamente, 
non è trascritto) e di uno spaziatore non trascritto 
di lunghezza variabile ma mediamente intorno a 400 
bp (Fig. 33.27). I geni di rRNA 5S sono trascritti fuori 
dal nucleolo ad opera della RNA polimerasi III (para- 
grafo 29.2F), un enzima diverso dalla RNA polimera- 
si L rRNA 5S deve quindi essere trasportato nel nu- 
cleolo per essere incorporato nella subunità riboso- 
miale grande. Anche i geni di tRNA, che sono simil- 
mente trascritti dalla RNA polimerasi III, sono ripe- 
tuti e raggruppati, ma l’organizzazione di questi cir- 
ca 60 geni diversi è in gran parte ignota. 


I geni degli istoni sono ripetuti 


Gli mRNA degli istoni hanno una vita citopla- 
smatica relativamente breve poiché sono privi della 
coda di poli(A) che è presente su altri mRNA degli 
eucarioti (paragrafo 20.4A). Gli istoni però devono 
essere sintetizzati in gran copia durante la fase S del 
ciclo cellulare (quando viene sintetizzato il DNA). 


Pseudogene non 
trascritto 


Gene 
dell'rRNA 5S 


Spaziatore non 
trascritto 


Figura 33.27 L'organizzazione dei geni dell'RNA 55 di Xenopus lae- 
vis. Ciascuna delle unità ripetute in tandem lunga — 750 nucleotidi 
consiste di un gene per l'RNA 55 seguito da uno spaziatore non tra- 
scritto in cui uno pseudogene segue da vicino il gene di 55. 


P. miliaris 6000 bp 
(precoce) 
S. purpuratus 6540 bp 
(precoce) 
L. pictus 7240 bp 
(precoce) 

4800 bp 
N. viri- 9000 bp 
descens 


Figura 33.28 L'organizzazione e le dimensioni delle unità ripetute 
del raggruppamento dei geni degli istoni di diversi organismi (i primi 
tre organismi dall'alto sono ricci di mare evoluzionisticamente distan- 
ti tra loro). Le regioni codificanti sono colorate mentre gli spaziatori 
sono grigi. Le frecce indicano la direzione della trascrizione. 
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Questo processo è reso possibile dalla ripetizione in 
molteplici copie dei geni degli istoni, che nella mag- 
gior parte degli organismi sono i soli geni identici ri- 
petuti che codificano delle proteine. Si pensa che que- 
sta organizzazione permetta un sensibile controllo 
della sintesi degli istoni per mezzo della trascrizione 
coordinata dei gruppi di geni degli istoni. I geni de- 
gli istoni differiscono anche da molti altri geni degli 
eucarioti per il fatto che quasi tutte le sequenze per 
gli istoni sono prive di introni (sequenze non codifi- 
canti intercorrenti; paragrafo 29.4A). Il significato di 
questa osservazione è oscuro. 

C'è scarsa relazione tra la taglia di un genoma e 

il suo numero totale di geni per gli istoni. Per esem- 
pio, gli uccelli ed i mammiferi hanno da 10 a 20 co- 
pie di ciascuno dei 5 geni per gli istoni, la Drosophila 
ne ha —100 e i ricci di mare ne hanno parecchie 
centinaia. 
Questo suggerisce che l’efficienza dell’espressione dei 
geni degli istoni vari a seconda delle specie. In molti 
organismi, come hanno dimostrato studi di sequen- 
za di geni clonati, i geni degli istoni sono organizzati 
in quintetti ripetuti in tandem che sono formati da 
un gene per ciascuno dei cinque diversi istoni me- 
scolati a spaziatori non trascritti (Fig. 33.28). L’ordi- 
ne dei geni e la direzione della trascrizione in questi 
quintetti sono conservati anche attraverso lunghe di- 
stanze evoluzionistiche. Le sequenze degli spaziatori 
corrispondenti variano grandemente tra le specie e, 
in misura minore, tra i quintetti ripetuti all’interno 
di un genoma. Negli uccelli e nei mammiferi questa 
organizzazione ripetitiva si è interrotta; i loro geni 
degli istoni sono presenti in gruppi ma senza un par- 
ticolare ordine. 


Le sequenze ripetute possono essere generate 
e mantenute tramite crossover ineguali 
e/o conversione genica 


11630] Una delle questioni principali a proposito dei 
geni ripetuti è come fanno a mantenere la loro iden- 
tità? Il solito meccanismo di selezione darwiniana 
sembrerebbe inefficace nel far ciò dato che mutazio- 
ni deleterie in poche copie di un gruppo di geni iden- 
tici ripetuti non avrebbe un grosso effetto sul fenoti- 
po. Infatti, molte mutazioni non alterano la funzione 
di un prodotto genico e sono quindi selettivamente 
neutre. I gruppi di geni ripetuti devono quindi man- 
tenere la loro omogeneità tramite qualche altro mec- 
canismo. Due meccanismi sembrano plausibili: 


1. Nel meccanismo del crossover ineguale (Fig. 
33.29a) la ricombinazione avviene tra segmenti 


(a) Crossing-over 


(b) Riparazione per ricombinazione 


Figura 33.29 Due meccanismi possibili coinvolti nel mantenimento 
dell’omogeneità di una famiglia multigenica organizzata in tandem. 
{a) Un crossingover ineguale tra geni male appaiati ma simili determi. 
na la delezione di un segmento di DNA spaiato da un cromosoma 
e la sua aggiunta all’altro. (b) La conversione genica «corregge» un 
membro di una schiera organizzata in tandem rispetto ad un altro 
tramite un meccanismo di riparazione con ricombinazione. Cicli ri- 
petuti di entrambi i processi potranno sia eliminare una variante di 
un gene sia diffonderla in tutta la schiera di geni organizzati in tandem. 


omologhi di cromosomi male allineati, tagliando 
quindi un segmento da uno dei cromosomi ed ag- 
giungendolo all’altro. Modelli di simulazione al 
computer indicano che tali espansioni e contra- 
zioni ripetute di un cromosoma genereranno, per 
processo casuale, un gruppo di sequenze ripetute 
che sono derivate da un gruppo di sequenze an- 
cestrali molto più piccolo. 

2. Nel meccanismo della conversione genica (Fig. 
33.29b) un membro di un gruppo di geni ripetuti 
«corregge» una variante vicina tramite un proces- 
so che assomiglia alla riparazione per ricombina- 
zione (paragrafo 31.5C). 


Poiché le mutazioni puntiformi sono eventi rari pa- 
ragonati ai crossover, entrambi i meccanismi risulte- 
rebbero, alla fine, o nell’eliminazione di una varian- 
te di nuova formazione di una sequenza ripetuta o 
nella sostituzione dell'intero gruppo. Se una muta- 
zione che è stata concentrata in questo modo è dele- 
teria, essa sarà eliminata per selezione darwiniana. 


Capitolo 33 


f631)1632|[1633] 


AI contrario, varianti negli spaziatori, che non sono 
soggetti a pressione selettiva, sarebbero eliminate a 
un ritmo molto più lento. L’esistenza di gruppi ripe- 
tuti di geni identici separati da spaziatori in qualche 
modo eterogenei potrebbe quindi essere ragionevol- 
mente attribuita ad entrambi i modelli di «omoge- 
neizzazione». 


D. L'amplificazione genica 


1631] La replicazione selettiva di un particolare grup- 
po di geni, un processo noto come amplificazione 
genica, avviene normalmente solo a stadi specifici 
del ciclo vitale di certi organismi. Nei paragrafi se- 
guenti descriveremo ciò che oggi si conosce su que- 
sto fenomeno. 


1 geni di rRNA 
sono amplificati durante l’oogenesi 


‘1632) 1 ritmo della sintesi proteica durante gli stadi 
precoci della crescita embrionale è così grande che 
in alcune specie la normale dotazione genomica di 
geni per rRNA non è in grado di soddisfare la do- 
manda di rRNA. In queste specie, particolarmente 
certi insetti, pesci e anfibi, l'rDNA è replicato in mo- 


Figura 33.30 Fotografia al microscopio di un nucleo isolato di oocita 
di X. laevis. Le sue svariate centinaia di nucleoli, che contengono 
i geni amplificati del rRNA, appaiono come punti che si colorano 
intensamente. (Per gentile concessione di Donald Brown, Carnegie 
Institution of Washington.) 
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do differenziale durante lo sviluppo degli oociti (le 
cellule uovo immature). In uno degli esempi più spet- 
tacolari di questo processo, l’rDNA nell’oocita di Xe- 
nopus laevis è amplificato di —1500 volte rispetto 
alla quantità presente nelle cellule somatiche, per un 
numero pari a 2 milioni di gruppi di geni per rRNA 
che rappresentano quasi il 75% del DNA cellulare 
totale. L'IDNA amplificato è presente come cerchi 
extracromosomici, ciascuno contenente una o due uni- 
tà di trascrizione, che sono organizzati in centinaia 
di nucleoli (Fig. 33.30). Gli oociti maturi di Xenopus 
quindi contengono — 105° ribosomi, un numero 
200 000 volte superiore a quello tipico di molte cellu- 
le larvali. Questo numero è così alto che degli zigoti 
(uova fecondate) mutanti che siano privi di nucleoli 
(e quindi non possono sintetizzare nuovi ribosomi; 
gli extranucleoli dell’oocita sono distrutti durante la 
sua prima divisione meiotica) sopravvivono fino allo 
stadio di girino in grado di nuotare con i soli riboso- 
mi di origine materna. l 

Qual è il meccanismo dell’amplificazione di rDNA? 
Un indizio importante è che gli spaziatori non tra- 
scritti di un dato nucleolo extracromosomico hanno 
tutti la stessa lunghezza, mentre abbiamo visto che 
gli spaziatori cromosomici corrispondenti mostrano 
una marcata eterogeneità nella lunghezza. Questa os- 
servazione suggerisce che i cerchi di rDNA di un 
singolo nucleolo derivano tutti da un singolo gene 
cromosomico. È stato dimostrato che l’amplificazio- 
ne genica avviene in due stadi: un primo stadio con 
basso livello di amplificazione seguito da una mas- 
siccia amplificazione nel secondo stadio. Sembra quin- 
di probabile che, nel primo stadio, non vengano re- 
plicati che pochi geni cromosomici di rRNA tramite 
un meccanismo sconosciuto e che le repliche figlie 
vengano liberate come cerchi extracromosomici. Poi, 
nel secondo stadio, questi cerchi sono replicati tra- 
mite il meccanismo del «cerchio rotante» (paragrafo 
31.3B). A sostegno di questa ipotesi ci sono fotografie 
al microscopio elettronico di geni amplificati che mo- 
strano la struttura a cappio postulata come interme- 
dio del cerchio rotante (Fig. 31.18). 


I geni corionici sono amplificati 


[633] L’unico altro esempio conosciuto di amplifica 
zione genica programmata è quello dei geni delle cel- 
lule del follicolo ovarico della Drosophila che codifi- 
cano le proteine corioniche (proteine del guscio del- 
l'uovo) (le cellule del follicolo ovarico circondano e 
nutrono l’uovo durante la maturazione). Prima della 
sintesi del corion, l’intero genoma aploide di ciascu- 
na cellula del follicolo ovarico viene replicato 16 vol- 
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Figura 33.31 Fotografia al microscopio elettronico di un filamento 
di cromatina contenente un gene corionico di una cellula del follico- 
lo di un oocita di D. melanogaster. Il filamento è andato soggetto 
a parecchi cicli di replicazione parziale (frecce alle forcelle di replica- 
zione) che danno origine ad una struttura a più forcelle contenente 
numerose copie parallele di geni corionici. (Per gentile concessione 
di Oscar L. Miller, Jr., University of Virginia.) 


te. Questo processo è seguito dalla replicazione selet- 
tiva, per — 10 volte, dei soli geni corionici che for- 
mano una struttura con molteplici ramificazioni (par- 
zialmente politenica) in cui i geni corionici amplifi- 
cati rimangono a far parte del cromosoma (Fig. 33.31). 
È interessante notare che l'amplificazione dei geni 
corionici non avviene negli oociti della farfalla della 
seta. Il genoma di questo organismo, invece, presen- 
ta copie molteplici dei geni corionici. 


La farmaco-resistenza può essere il risultato 
di amplificazione genica 


1634] Nella chemioterapia anticancro un’osservazio- 
ne comune è che la somministrazione continua di 
un farmaco citotossico rende un tumore, inizialmen- 
te sensibile, progressivamente resistente al punto che 
quel farmaco perde la sua efficacia terapeutica. Un 
meccanismo mediante il quale una linea cellulare può 
acquisire una tale farmaco-resistenza è la sovrappro- 
duzione dell'enzima bersaglio del farmaco. Un tale 
processo si può osservare, per esempio, esponendo 
delle cellule animali coltivate al metotrexato, un ana- 
logo del diidrofolato. Questa sostanza, come si ricor- 
derà, si lega irreversibilmente alla diidrofolato re- 
duttasi (DHFR) inibendo quindi la sintesi di DNA (pa- 
ragrafo 24.4B). L'aumento graduale della dose di me- 
totrexato determina la sopravvivenza di cellule che, 
alla fine, contengono fino a 1000 copie del gene DHFR 
e sono quindi capaci di una tremenda sovrapprodu- 
zione di questo enzima — una chiara dimostrazione 
di laboratorio di selezione darwiniana. 

Membri di alcune di queste linee cellulari contengo- 
no elementi extracromosomici noti come «double 
minute chromosome» ciascuno dei quali contiene 
una o più copie del gene DHFR, mentre in altre linee 
cellulari i geni DHFR aggiunti sono integrati nei cro- 
mosomi. Il meccanismo dell’amplificazione genica in 
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entrambi i tipi cellulari non è ancora ben compreso, 
sebbene valga la pena di notare che questo fenome- 
no è stato osservato solo in cellule cancerose. Entrambi 
i tipi di geni amplificati sono geneticamente instabi- 
li; l'ulteriore crescita cellulare in assenza di metotre- 


xato porta alla perdita graduale degli extra geni di 
DHFR. 


E. Famiglie di geni raggruppati: 
l’organizzazione dei geni dell'emoglobina 


Poche proteine in un dato organismo sono ve- 
ramente uniche. Piuttosto, come nel caso degli enzi- 
mi digestivi tripsina, chimotripsina ed elastasi (para- 
grafo 14.3), o dei vari collageni (paragrafo 7.2C), esse 
sono di solito membri di famiglie di proteine corre- 
late strutturalmente e funzionalmente. In molti casi, 
la famiglia di geni che codifica tali proteine è rag- 
gruppata in una singola regione di un cromosoma. 
Nei paragrafi seguenti prenderemo in considerazio- 
ne l’organizzazione di due delle famiglie di geni rag- 
gruppati meglio caratterizzate, quelle che codifica- 
no i due tipi di subunità dell'emoglobina umana. Le 
famiglie di geni raggruppati che codificano le pro- 
teine del sistema immunitario sono discusse nella pa- 
ragrafo 34.2C. 


I geni dell’emoglobina umana sono organizzati 
in due gruppi ordinati 
secondo le fasi dello sviluppo 


1636) L'emoglobina umana dell'adulto (HbA) è for- 
mata da tetrameri «8; in cui le subunità « e 8 so- 
no strutturalmente correlate. La prima emoglobina 
prodotta dall’embrione umano, però, è un tetramero 
$26> (Hb Gower 1) in cui $ e e sono subunità simili 
ad a e 6 rispettivamente (Fig. 33.32). Intorno all’otta- 
va settimana dal concepimento le subunità embrio- 
narie vengono soppiantate (in eritrociti di nuova for- 
mazione) dalla subunità a e dalla subunità y, simile 
alla 8, dando origine all’emoglobina fetale (HbF), 
2Y2 (le emoglobine presenti durante il periodo di 
transizione dall’una all’altra, q36: e $2Y:, sono chia- 
mate Hb Gower Il e Hb Portland, rispettivamen- 
te). La subunità y è gradualmente soppiantata dalla 
B a partire da poche settimane prima della nascita. 
Il sangue adulto normalmente contiene —97% di 
HbA, il 2% di HbA; (ed: in cui è è una variante 
di 6), e 11% di HbF. 

Nei mammiferi i geni che codificano le subunità del- 
l’emoglobina di tipo a e B formano due diversi rag- 
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Figura 33.32 La progressione della sintesi delle catene della globina 
umana con il procedere dello sviluppo embrionale e fetale. Notate 
che ogni globulo rosso contiene solo un tipo di ciascuna subunità 
tipo @ o 8. Le sedi della eritropoiesi (formazione dei globuli rossi) 
sono indicate nel pannello superiore. (Fonte: WEATHERALL, D. je 


Creco, }. B., The Thalassaemia Syndromes, 3° ed., p. 64, Blackwell 
Scientific Publications, 1981.) 


gruppamenti genici presenti su cromosomi separati. 
Questa distribuzione è stata ampiamente caratteriz- 
zata tramite l’analisi delle sequenze di geni clonati 
dell'emoglobina, che sono stati identificati in genote- 
che genomiche (paragrafo 28.8C) mediante Southern 
blotting (paragrafo 28.40). 

Le sonde usate in questo processo derivavano dagli 
MRNA dell'emoglobina che vengono facilmente iso- 
lati dato che quelli per l’emoglobina sono gli mRNA 
maggioritari dei reticolociti. Nell'uomo e in molti al- 
tri mammiferi i geni di ciascun raggruppamento della 
globina sono organizzati, con andamento Steno 
sul filamento codificante, secondo l’ordine della loro 
espressione durante lo sviluppo (Fig 33.33). Questo 
criterio, nell'ordine, è comune nei mammiferi, ma 
non è universale; nel raggruppamento del gene 6 del 
topo, per esempio, i geni adulti precedono quelli em- 
brionali. 

Il raggruppamento dei geni della 8-globina (Fig. 
33.33), che si estende per più di 60 kb, contiene cin- 
que geni funzionali: il gene embrionale e, due geni 
fetali, Sy e 4y (geni duplicati che codificano polipep- 
tidi che differiscono solo per il fatto di avere Gly o 
Ala alla posizione 136), e due geni adulti, è e 8. Il 
raggruppamento della 8-globina contiene anche uno 
pseudogene, yf (non trascritto, vestigia di una an- 
tica duplicazione genica omologa al — 75% con il ge- 


ne 8), otto copie della famiglia di sequenze Alu, e 
due copie della famiglia Kpn (un DNA moderata- 
mente ripetitivo di 6,0 kb, così chiamato perché la 
maggior parte dei suoi - 104 membri del genoma 
aploide dei primati hanno un sito di taglio per l’en- 
donucleasi di restrizione Kpnl). 

Il raggruppamento della a-globina (Fig. 33.33), che 
si estende per 28 kb, contiene tre geni funzionali, 
il gene embrionale $ e due geni a leggermente diffe- 
renti, a1 e @2, che codificano polipeptidi identici. Il 
raggruppamento a contiene anche quattro pseudo- 
geni, yi, vat, va2 e y0, e tre sequenze Alu. 


I geni della globina hanno tutti 
la stessa struttura di esoni-introni 


Le sequenze codificanti le proteine rappresenta- 
no <5% di entrambi i raggruppamenti genici. Questa 
situazione è in gran parte una conseguenza della ete- 
rogenea collezione di spaziatori non trascritti che se- 
parano i geni di ciascun raggruppamento. In aggiun- 
ta, tutti i geni della globina noti dei vertebrati, com- 
presi quelli della mioglobina e gli pseudogeni dell’e- 
moglobina, sono costituiti da tre sequenze codificanti 
(esoni) posizionate in modo analogo separate da due 
sequenze interposte non espresse (introni; Fig. 33.34) 
in qualche modo variabili. Questa struttura genica 
comparve apparentemente abbastanza presto nella 
storia dei vertebrati, ben oltre 500 milioni di anni fa. 


I polimorfismi del DNA 
possono stabilire genealogie 


[638] Le sequenze non espresse, che sono soggette 
a una scarsa pressione selettiva, evolvono molto più 
velocemente delle sequenze espresse così da accumu- 
lare numeri significativi di polimorfismi (variazio- 
ni) di sequenza all’interno di una singola specie. Di 
conseguenza, le relazioni evoluzionistiche tra popo- 
lazioni all’interno di una specie possono essere stabi- 
lite determinando come una serie di sequenze poli 
morfiche di DNA siano distribuite tra di esse. Per 
esempio, la genealogia di parecchie popolazioni uma- 
ne differenti è stata dedotta dalla presenza o dall’as- 
senza di certi siti di restrizione (polimorfismo di lun- 
ghezza di frammenti di restrizione, RFLP; paragrafo 
28.6A) in cinque segmenti dei loro raggruppamenti 
dei geni della 8-globina. Questo studio ha portato al. 
la costruzione di un albero genealogico (Fig. 33.35) 
che mostra che le popolazioni non africane (eurasia- 
tiche) sono molto più strettamente correlate l’una al- 
l’altra che alle popolazioni africane. Evidenze fossili 
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Figura 33.33 L'organizzazione dei geni umani della globina nei loro 
rispettivi filamenti codificanti. | riquadri rossi rappresentano i geni 
attivi, quelli verdi gli pseudogeni, quelli gialli rappresentano sequen- 
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Figura 33.34 La struttura di un tipico ge- 
ne dell'emoglobina con indicate le se- 
quenze conservate al confine tra esoni ed 
introni (sequenze di splicing) e alla estre- 
mità 3’ del gene (sito di poliadenilazio- 
ne). È indicata la lunghezza di ciascun eso- 
ne (in codoni) e di ciascun introne (in cop- 
pie di basi). (Fonte: KaRLsson, S. e Nien- 
HUIs, A. W., Annu. Rev. Biochem., 54, 
p. 1079, 1985.) 
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Figura 33.35 Un albero genealogico che indica le linee di discenden- 
za tra otto gruppi di popolazioni umane determinate tramite la distri- 
buzione del polimorfismo di cinque siti di restrizione nei raggruppa- 
menti dei geni della 6-globina. L'asse orizzontale è indicativo della 
distanza genetica tra popolazioni correlate e quindi del tempo tra- 
scorso dalla loro divergenza. (Fonte: Wainscoar, }. S., Hit, A. V. 
S., Bovce, A. L., FUNT, ]., HernanDez, M., THEIN, S. L., OLD, ]. M., 
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triangoli rappresentano le sequenze Alu col loro orientamento relati- 
vo. (Fonte: KARLSSON, S. e NIENHUIS, A. W., Annu. Rev. Biochem., 
54, p. 1074, 1985.) 
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indicano che l’uomo moderno, in senso anatomico, 
nacque in Africa circa 100 000 anni fa e si distribuì 
rapidamente attraverso quel continente. Questo al 
bero genealogico suggerisce quindi che tutte le po- 
polazioni eurasiatiche discendono da una «popolazio- 
ne fondatrice» sorprendentemente piccola (forse solo 
poche centinaia di individui) che lasciò l'Africa circa 
50000 anni fa. Un'analisi simile ha mostrato che la 
variante «falciforme» del gene 8 sorse per lo meno 
in tre occasioni separate in regioni geograficamente 


x* distinte dell’Africa. 


F. Il significato degli introni 


[1639] La massa rapidamente in aumento delle sequen- 
ze di DNA note rivela che gli introni sono rari nei 
geni strutturali dei procarioti, poco comuni negli eu- 
carioti inferiori come il lievito, e abbondanti negli 
eucarioti superiori (i soli geni strutturali noti dei ver- 
tebrati che non contengano introni sono quelli che 
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codificano gli istoni e gli interferoni). Nella maggior 
parte dei geni interrotti gli esoni hanno una lunghez- 
za che varia tra 100 e 250 bp. Al contrario, le dimen- 
sioni degli introni sono ampiamente distribuite da 
meno di 50 a più di 20000 bp. Inoltre, il numero 
di introni in un dato gene può essere sorprendente- 
mente alto; il più alto osservato finora è quello dei 
51 introni nel gene, lungo 38 kb, del collageno a2(1) 
del pollo. Le sequenze non espresse rappresentano 
quindi circa 80% di un gene strutturale tipico dei 
vertebrati. 

Quali sono le funzioni degli introni? L’ipotesi che 
tutti gli introni siano semplicemente DNA egoista 
sembra insostenibile, poiché sarebbe altrimenti dif- 
ficile dare una spiegazione razionale al perché l’evo- 
luzione del sistema di splicing offra un qualunque 
vantaggio selettivo sulla semplice eliminazione dei 
geni interrotti. In molti geni, però, gli introni non 
hanno una funzione ovvia (sebbene gli introni possa- 
no proteggere l’integrità dei geni nelle famiglie ge- 
niche (vedi più avanti) ed agire come elementi rego- 
latori nella trascrizione di certi geni; paragrafo 33.3C). 
Il numero degli introni, infatti, nel gene che codifica 
una data proteina non è necessariamente lo stesso 
in tutti gli organismi o anche all’interno di un orga- 
nismo. Il ratto, per esempio, ha due geni funzionali 
dell’insulina, uno con due introni, come nella mag- 
gior parte dei geni dell’insulina dei roditori, e l’altro 
in cui uno degli introni è andato perso. È stato quin- 
di proposto che gli introni abbiano avuto una fun- 
zione essenziale in uno stadio precoce dell’evoluzio- 
ne genetica che non è più importante; gli introni, 
cioè, sarebbero fossili genetici. 


Gli introni sono i prodotti di un assemblaggio 
modulare dei geni 


1640] Walter Gilbert ha proposto che i geni che codi- . 
ficano proteine siano originati come una collezione’ 


di esoni che venivano assemblati mediante ricombi- 
nazione tra sequenze di introni. Gli introni moderni 
sarebbero quindi le vestigia di un processo che ha fa- 
cilitato l’evoluzione delle proteine. Sono state accumu- 
late considerevoli evidenze sperimentali a sostegno 
di questa ipotesi. Per esempio, la regione a tripla eli- 
ca del collageno «2(1) del pollo, che consiste di una 
tripletta Gly-X-Y ripetuta 332 volte (paragrafo 7.2C), 
è codificata da 42 dei 52 esoni del suo gene. Tutti 
questi esoni sono multipli integrali di 9 bp (23 di essi 
sono lunghi 54 bp mentre il resto sono lunghi 45, 
99, 108 o 162 bp) con ciascun esone che inizia con 
un codone Gly e finisce con un codone Y. Questa di- 
stribuzione suggerisce che il segmento genico che 
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codifica la regione a tripla elica del collageno sia evo- 
luto mediante duplicazioni multiple del suo elemen- 
to genetico ripetitivo fiancheggiato da introni. 


Gli esoni della piruvato chinasi codificano 
elementi strutturali distinti 


[1641] L’analisi strutturale della piruvato chinasi, in 
termini di sequenza di basi del gene dell'enzima del 
muscolo di pollo, mostra che i confini tra i suoi esoni 
e gli introni sono posizionati secondo criteri funzio- 
nali. Ciascuno dei 10 esoni di questo gene codifica 
un elemento distinto della struttura secondaria della 
proteina con la maggior parte degli introni che deli- 
mitano le posizioni a cui la catena polipeptidica com- 
pie una curva all’indietro (Fig. 33.36). Il gene della 
piruvato chinasi è stato in apparenza assemblato com- 
binando una serie di unità codificanti delle proteine 
più piccole e sfruttando lo splicing di RNA per espri- 
merle come un singolo polipeptide. 


Gli esoni del recettore per le LDL 
sono presenti in altre proteine 


[1642] La sequenza del gene del recettore per le LDL 
fornisce quella che è forse l’evidenza più convincen- 
te a favore dell’ipotesi di Gilbert. Questa proteina di 
membrana di 839 residui serve a legare le lipoprotei- 
ne a bassa densità (LDL) alle vescicole rivestite per 
il trasporto nella cellula tramite endocitosi (paragra- 
fo 11.4B). Il gene di 45 kb del recettore per le LDL 
contiene 18 esoni, la maggior parte dei quali codifi- 
cano domini funzionali specifici della proteina. L’a- 
spetto più interessante di questa sequenza, tuttavia, 
è che 13 dei suoi esoni codificano segmenti polipepti- 
dici che sono omologhi a segmenti di altre proteine: 


1. Cinque esoni codificano una sequenza di 40 resi- 
dui ripetuta sette volte che è presente una volta 
nel componente C9 del complemento (una pro- 
teina del sistema immunitario; paragrafo 34.2F). 

2. Tre esoni codificano ciascuno una sequenza ripe- 
tuta di 40 residui simile a quella che è presente 
quattro volte nel precursore del fattore di cre- 
scita dell’epidermide (EGF) (EGF è un polipep- 
tide ad attività ormonale che stimola la prolifera- 
zione cellulare) e che è presente una volta in tre 
proteine del sistema di coagulazione: il fattore 
IX, il fattore X e la proteina C (paragrafo 34.1). 

3. Cinque esoni codificano una sequenza di 400 resi- 
dui, omologa per il 33% con un segmento poli- 
peptidico condiviso solo dal precursore di EGF. 
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Figura 33.36 La struttura della piruvato chinasi. (a) Una singola subu- 
nità dell'enzima tetramerico del muscolo di gatto. (6) Una visione 
esplosa della subunità di piruvato chinasi del muscolo di gatto in 
cui i segmenti strutturali sono stati separati ai confini degli esoni del 
gene che codifica l'enzima del muscolo del pollo, ad esso omologo 
per l'88%. Gli esoni sono numerati secondo il loro ordine di presen- 
za, 5' » 3‘, sul mRNA. (Fonte: Lon8ero, N. e GigerT, W., Cell, 
40, p. 84, 1985.) 


Evidentemente, il gene del recettore per le LDL è co- 
struito a moduli partendo da esoni che codificano an- 
che porzioni di altre proteine. Numerose altre protei- 
ne degli eucarioti sono formate in modo analogo. 


Gli introni potrebbero essere stati selettivamente 
eliminati dai geni di organismi inferiori 


643] Se gli introni sono le vestigia di un processo 
di mescolamento genico primordiale, perché sono 
praticamente assenti nelle forme di vita «inferiori» 
da cui sono evolute le forme «superiori» (il gene della 
piruvato chinasi del lievito, per esempio, la cui se- 
quenza amminoacidica è omologa al 45% con quella 
del pollo, non ha introni)? La spiegazione più plausi- 
bile di questa osservazione, alla luce dei dati soprae- 
sposti, è che nelle forme di vita inferiori, il cui stile 
di vita premia l’efficienza (paragrafo 1.2), gli introni 
siano stati selettivamente eliminati. Al contrario, gli 


organismi superiori, che si sono adattati a un am- 
biente stabile, hanno avuto una pressione selettiva 
per l'eliminazione degli introni molto inferiore (il ge- 
ne dell’insulina di ratto, però, fornisce un esempio 


di eliminazione degli introni). La grossa taglia di molti 


introni dei geni dei vertebrati suggerisce infatti che 
essi siano stati invasi da DNA egoista. 


Gli introni possono stabilizzare geneticamente 
delle famiglie geniche 


[644] Oltre a facilitare l'evoluzione di nuove protei- 
ne, gli introni nelle famiglie geniche possono servire 
a proteggere gli esoni adiacenti dall’eliminazione tra- 
mite crossingover ineguali (Fig. 33.290). I geni dupli- 
cati sono particolarmente suscettibili a questa forma 
di degradazione poiché le loro sequenze di basi simi- 
li promuovono l’appaiamento sbagliato. La loro alte- 
razione mediante gli introni molto più variabili, me- 
no soggetti a disaccoppiamento, inibisce questo pro- 
cesso. I procarioti e il lievito, che hanno poche fami 
glie geniche, non hanno bisogno di questa protezione. 


Come mai esistono tanti esoni? 


La maggior parte dei geni degli eucarioti consi- 
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ste di numerosi brevi esoni separati da lunghi intro- 
ni. Il confronto tra le sequenze mostra che un dato 
esone tende a comparire in molte proteine, il che 
significa che le proteine sono assemblate in modo mo- 
dulare a partire dagli esoni e che, di conseguenza, 
gli esoni sono le unità di evoluzione delle proteine. 
I dati di sequenza indicano che la struttura intro- 
ne/esone dei geni è molto antica, certamente prece- 
dente alla divergenza tra animali e piante risalente 
a un miliardo di anni fa, ed era forse addirittura una 
componente dei primi protogeni, quando è originata 
la vita. Se lo spostamento di esoni è alla base della 
diversità delle proteine, quanti esoni diversi hanno 
contribuito alla formazione delle proteine attuali? A 
questa domanda è stato risposto con l’identificazione 
degli esoni in più di 2500 sequenze conosciute di 
geni degli eucarioti e con l’eliminazione dei doppio- 
ni mediante algoritmi statistici. Questi calcoli sugge- 
riscono che per costruire tutte le proteine attuali è 
servito un numero sorprendentemente basso di eso- 
ni, solo da 1000 a 7 000. Poiché il numero di possibili 
segmenti polipeptidici di 40 residui, 20*#°= 105°, è un 
numero molto più elevato del numero da 10° a 10* 
predetto con questo sistema, le proteine moderne, 
probabilmente, utilizzano solo una piccola frazione 
dei motivi strutturali e funzionali teoricamente pos- 
sibili. I vantaggi di una aumentata velocità di assem- 
blaggio delle proteine mediante spostamento degli 
esoni sono apparentemente superiori dal punto di vi- 
sta evoluzionistico all’esigenza di diversità strutturale. 


G. Le talassemie: disordini genetici 
della sintesi di emoglobina 


[1646] Lo studio di emoglobine mutanti (paragrafo 9.3) 
ha fornito informazioni inestimabili nella relazione 
tra struttura e funzione delle proteine. Analogamen- 
te, lo studio dei difetti dell'espressione dell’emoglo- 
bina ha facilitato di molto la nostra comprensione 
dell’espressione dei geni degli eucarioti. 

La classe più comune di patologia umana eredita- 
ria è il risultato della sintesi sbilanciata delle subuni- 
tà dell'emoglobina. Queste anemie vengono chiama- 
te talassemie (dal greco thalassa, mare) poiché so- 
no comunemente presenti nelle regioni che circon- 
dano il Mar Mediterraneo (anche se sono anche pre- 
senti in Africa Centrale, India ed Estremo Oriente). 
L'osservazione che la malaria è o era endemica in 
quelle stesse aree (Fig. 6.13) ha portato alla realizza- 
zione che gli individui eterozigoti per i geni talasse- 
mici (che sembrano normali e sono solo moderata- 
mente anemici; una condizione nota come talasse- 
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mia minore) sono resistenti alla malaria. Quindi, co- 
me abbiamo visto studiando l’anemia falciforme (pa- 
ragrafo 9.3B), delle mutazioni che sono seriamente 
debilitanti o persino letali negli omozigoti (che si di- 
cono ammalati di talassemia maggiore) possono of- 
frire un vantaggio selettivo agli eterozigoti sufficien- 
te ad assicurare la propagazione del gene mutato. 

La talassemia può originare da molte mutazioni dif- 
ferenti, ciascuna delle quali determina uno stato mor- 
boso di gravità caratteristica. Nelle talassemie a° e 
8° la catena della globina indicata è assente, mentre 
nelle talassemie a* e 8* le subunità normali della 
globina sono sintetizzate in quantità ridotte. Nei pa- 
ragrafi seguenti prenderemo in considerazione le ta- 
lassemie che sono esempi illustrativi di svariati tipi 
diversi di lesioni genetiche. 


Talassemie a 


La maggior parte delle talassemie a sono cau- 
sate dalla delezione di uno o di entrambi i geni della 
globina a di un raggruppamento genico a (Fig. 33.33). 
Sono state catalogate varie mutazioni. In assenza di 
un numero equivalente di catene a, le catene fetali 
y e adulta 8 formano omotetrameri: la Hb di Bart 
(y4) e la HbH (8;). Nessuno di questi tetrameri mo- 
stra alcuna cooperazione o effetto di Bohr (paragrafi 
9.1C e 9.1D), il che rende la loro affinità per l’ossige- 
no così alta da non poterlo liberare in condizioni fi- 
siologiche. Di conseguenza, la talassemia a si pre- 
senta con 4 gradi diversi di gravità a seconda che 
un individuo abbia 1, 2, 3 o 4 geni della a globina 
mancanti: 


1. Stato di portatore silente: la perdita di un ge- 
ne a è una condizione asintomatica. La frequenza 
di espressione dei geni a rimanenti compensa lar- 
gamente la dose inferiore al normale del prodotto 
del gene a mancante, così che, alla nascita, il san- 
gue contiene solo —1-2% di Hb di Bart. 

2. Carattere talassemia a: con la mancanza di due 
geni a (o deleti entrambi da un raggruppamento 
o deleti uno da ciascun raggruppamento a) si re- 
gistrano solo sintomi minori di anemia. Il sangue 
contiene alla nascita —5% di Hb di Bart. 

3. Malattia della emoglobina H: la mancanza di 
tre geni a si manifesta con una anemia da lieve 
a moderata. Gli individui affetti possono condur- 
re una vita normale o quasi. 

4. Idrope fetale: la mancanza di tutti e quattro i 
geni a è invariabilmente letale. Sfortunatamente, 
la sintesi della catena f embrionale continua ben 
oltre le otto settimane dal concepimento, data in 
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cui, di norma, smette di essere prodotta (Fig. 
33.32), cosicché il feto solitamente sopravvive fin 
quasi alla nascita. 


Le talassemie a causate da mutazioni diverse dalla 
delezione sono solitamente poco comuni. Una di quel- 
le meglio caratterizzate registra la sostituzione del 
codone di terminazione UAA del gene della globina 
«2 con CAA (un codone di Gln), di modo che la sin- 
tesi della proteina continua per 31 codoni oltre que- 
sto sito fino al UAA successivo. L’emoglobina che 
ne risulta è detta Hb di Constant Spring ed è pro- 
dotta solo in piccole quantità poiché, per ragioni an- 
cora ignote, il suo mRNA viene rapidamente degra- 
dato nel citosol. Un’altra mutazione puntiforme del 
gene «2 determina la sostituzione di Leu H8(125)a 
con Pro che, senza dubbio, altera l’elica H. La talasse- 
mia a* che ne deriva ha come conseguenza la rapi- 
da degradazione di questa emoglobina detta Hb di 
Quong Sze. i 


Talassemie f 


Gli individui eterozigoti per le talassemie £ so- 
no di solito asintomatici. Gli omozigoti, invece, una 
volta che è diminuita la produzione di HbF diventa- 
no così gravemente anemici da richiedere frequenti 
trasfùsioni di sangue sia per il mantenimento in vita 
che pér la prevenzione delle gravi deformità ossee 
causate dall’espansione del midollo osseo. L’anemia 


. deriva non solo dalla mancanza delle catene 8 ma 


anche dalla sovrabbondanza delle catene a. Queste 
ultime formano precipitati insolubili che danneggia- 
no la membrana, causando la prematura distruzione 
dei globuli rossi (paragrafo 9.3A). La coereditarietà 
con la talassemia a tende quindi a diminuire la gra- 
vità della talassemia 8 maggiore. 

Nella talassemia 8 ci può essere una aumentata pro- 
duzione di catene 3 e y, di modo che la conseguente 
aumentata quantità di HbA. e di HbF può, per un 
certo grado, compensare la mancanza di HbA. Nella 
talassemia 38, i geni è e 8 adiacenti sono stati en- 
trambi deleti così che è possibile solo un’aumentata 
produzione della catena y. Però molti talassemici 66, 
per ragioni non ancora ben chiare, producono da 
adulti così tanta HbF da risultare asintomatici. Que- 
sti individui sono definiti come persone con persi- 
stenza ereditaria dell’emoglobina fetale (HPFH). 

Le talassemie 6° causate da delezioni sono rare pa- 
ragonate alle talassemie a°. Questo è probabilmente 
dovuto al fatto che le lunghe sequenze ripetute in 
cui sono immersi i geni della globina a li rendono 
più soggetti a crossing over ineguale dei geni della 
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Figura 33.37 La formazione di Hb Lepore e Hb anti-Lepore mediante 
crossing over ineguale tra il gene della 6-globina su un cromosoma 
e il gene della &-globina sul suo omologo. 


globina 8. Ciò non di meno, la talassemia #8 che de- 
termina la produzione di Hb Lepore è un esempio 
particolarmente chiaro di delezione. Questa lesione, 
che è la conseguenza di una delezione che si estende 
dall’interno del gene è alla posizione corrispondente 
nel gene 8 adiacente, produce una subunità ibrida 
8/8. Tali delezioni quasi certamente derivano da cros- 
sing over ineguale tra il gene 8 di un cromosoma 
e il gene è di un altro (Fig. 33.37). Il secondo prodotto 
di un tale crossing over, cioè un cromosoma che con- 
tiene un ibrido 6/3 fiancheggiato da geni è e ff nor- 
mali (Fig. 33.37), è chiamato Hb anti-Lepore. Indi- 
vidui omozigoti per Hb Lepore presentano sintomi 
simili a quelli della talassemia 8 maggiore, mentre 
gli omozigoti per l’Hb anti-Lepore, che presentano 
anche tutti i normali geni delle globine, non hanno 
sintomi e sono stati identificati solo attraverso. esami 
del sangue. 

La maggior parte delle talassemie sono causate da 
una grande varietà di mutazioni puntiformi che inte- 
ressano la produzione delle catene B. Queste compren- 
dono: 


1. Mutazioni nonsenso che convertono i normali co- 
doni nel codone di terminazione UAG. 

2. Mutazioni della cornice di lettura che inserisco- 
no/eliminano una o più coppie di basi in/da un 
esone. 

3. Mutazioni puntiformi nel promotore del gene 8, 
sia nella sua TATA box che nella sua CACCC box 
(paragrafo 29.2F). Queste mutazioni rallentano l’i- 
nizio della trascrizione. 

4. Mutazioni puntiformi che alterano la sequenza a 
una giunzione esone-introne (paragrafo 29.4A). 
Queste diminuiscono/aboliscono lo splicing e/o at- 
tivano un sito criptico di splicing (una sequen- 
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za simile ad una sequenza di giunzione esone/in- 
trone che non è abitualmente soggetta a splicing) 
per appaiarsi con l’estremità non alterata dell’in- 
trone alterato. 
5. Una mutazione puntiforme che altera un sito di 
ramificazione del cappio di un introne (paragrafo 
29.4A). Ciò attiva un sito di splicing criptico 3’ 
a monte del sito originario che porta alla escissio- 
ne di un introne più corto del normale. 
Mutazioni puntiformi che creano nuovi siti di spli- 
cing. Questi siti competono con i normali siti vici- 
ni o si appaiano con un sito criptico vicino. 
Una mutazione puntiforme che altera il segnale 
di digestione AAUAAA alla estremità 3’ del 
MRNA (paragrafo 29.4A). 


Dì 


«] 
. 


L'analisi degli effetti di queste mutazioni, in partico- 
lare di quelle che coinvolgono lo splicing, ha confer- 
mato e ampliato le nostre informazioni su come so- 
no costruiti ed espressi i geni degli eucarioti. 


3. IL CONTROLLO 
DELL'ESPRESSIONE GENICA 


[1649] La comprensione dei meccanismi che control- 
lano l’espressione dei geni negli eucarioti è indietro 
di 20 anni rispetto a quella dei procarioti. Questo è 
in gran parte dovuto al fatto che il tipo di analisi 
genetiche che sono state così utili nella caratterizza- 
zione dei sistemi dei procarioti (che richiedono l’ana- 
lisi di eventi molto rari) sono impossibili negli orga- 
nismi multicellulari per via del loro ritmo di ripro- 
duzione molto più lento. A complicare questo pro- 
blema ci sono le difficoltà nella selezione di mutazio- 
ni in geni essenziali; in un organismo multicellulare, 
di solito, il prodotto mancante di un gene difettoso 


non può essere rimpiazzato semplicemente median-, 


te l'aggiunta di quel prodotto alla dieta, come è spes- 
so possibile per E. coli, per esempio. Questa difficoltà 
può essere in parte superata mediante la notevolmen- 
te laboriosa tecnica di crescere cellule da organismi 
multicellulari in coltura in vitro. Poiché, però, le cel- 
lule somatiche di solito non presentano ricombina- 
zioni genetiche, le manipolazioni genetiche non pos- 
sono essere effettuate in cellule in coltura come inve- 
ce è possibile fare in colture batteriche. 

Ciò che ha reso possibile le manipolazioni geneti- 
che dei sistemi eucarioti è lo sviluppo, negli anni ’70, 
delle tecniche di clonaggio molecolare (paragrafo 
28.8). Il gene che codifica una particolare proteina 
in un eucariote può essere identificato in genoteche 
genomiche o di cDNA mediante Southern blotting 
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(paragrafo 28.4C) con una sonda oligonucleotidica la 
cui sequenza codifichi un segmento della proteina 
(un processo chiamato «genetica inversa» poiché, nei 
procarioti, la genetica è stata usata per caratterizza- 
re le proteine piuttosto che viceversa). Il gene può 
anche essere modificato, per esempio, mediante mu- 
tagenizzazione diretta a siti specifici (paragrafo 28.7), 
e l’effetto della modificazione analizzato in un vetto- 
re di espressione come E. coli o il lievito, o alternati- 
vamente in vitro. L'espressione di geni clonati di or- 
ganismi multicellulari è stata resa possibile dallo svi- 
luppo di un processo in cui il DNA è iniettato nel 
nucleo di un uovo fecondato. Tale DNA spesso si in- 
tegra nei cromosomi del risultante zigote che quindi 
prosegue il suo normale sviluppo finendo col gene- 
rare un individuo transgenico le cui cellule conten- 
gono il gene estraneo (nello Xenopus, questo signifi- 
ca semplicemente lasciar schiudere l’uovo transfetta- 
to, mentre nel topo l’uovo fecondato deve essere im- 
piantato nell’utero di una madre adottiva preparata 
in modo appropriato; vedi la Fig. 27.24 per un esem- 
pio sorprendente di topo transgenico). Questo labo- 
rioso processo è stato di gran lunga semplificato, al- 
meno nel topo, dalla recente scoperta che gli sper- 
matozoi sono in grado di raccogliere DNA estraneo 
e trasferirlo nelle uova che fecondano (paragrafo 
27.2A). Il genoma di organismi già multicellulari può 
essere alterato, con una tecnica molto promettente 
ai fini di una terapia sui geni, mediante l’uso di re- 
trovirus alterati (incapaci di riprodursi) che conten- 
gano il gene che deve essere trasferito. Il genoma 
degli eucarioti quindi può ora essere manipolato, seb- 
bene ancora con considerevole imprecisione. Diven- 
teremo senza dubbio sempre più abili con il proce- 
dere delle nostre conoscenze sull’organizzazione e 
l’espressione dei cromosomi degli eucarioti. 

In questo paragrafo prenderemo in considerazione 
le basi molecolari dell'enorme variazione di espres- 
sione che presentano le cellule eucariotiche. Nel far 
ciò, prima studieremo la natura della cromatina atti- 
va nella trascrizione, quindi discuteremo di come l’e- 
spressione dei geni negli eucarioti sia regolata prin- 
cipalmente mediante il controllo dell’inizio della tra- 
scrizione, e infine prenderemo in considerazione gli 
altri mezzi con cui gli eucarioti controllano l’espres- 
sione genica. Nel paragrafo successivo riassumere- 
mo ciò che si sa sulle basi molecolari del normale 


« differenziamento e della sua aberrazione, il cancro. 


A. L'attivazione dei cromosomi 


Durante l’interfase, la cromatina, come già det- 
to nel paragrafo 33.1, può essere classificata in due 
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categorie: l’eterocromatina, altamente condensata e 
inattiva dal punto di vista trascrizionale, e la eucro- 
matina, diffusa e trascrizionalmente attiva o attiva- 
bile (Fig. 33.2). Sono stati distinti due tipi di eterocro- 
matina: 


1. L’eterocromatina costitutiva, che è permanen- 
temente condensata in tutte le cellule, è formata 
principalmente dalle sequenze ripetitive raggrup- 
pate vicino ai centromeri dei cromosomi (para- 
grafo 33.2B). La eterocromatina costitutiva è quindi 
inerte dal punto di vista della trascrizione. 

2. L’eterocromatina facoltativa, che varia in mo- 
do tessuto-specifico. Presumibilmente la conden- 
sazione della eterocromatina facoltativa funziona 
come inattivatore trascrizionale di grossi blocchi 
di cromosoma. 


La maggior parte delle cellule; di mammifero 
hanno un solo cromosoma X attivo 


Le cellule femminili di mammifero contengo- 
no due cromosomi X, mentre le cellule maschili han- 
no un X e un Y. Le cellule somatiche femminili, tutta- 
via, mantengono solo uno dei propri cromosomi X in 
uno stato trascrizionalmente attivo. Il cromosoma X 
inattivo è visibile durante l’interfase come una strut- 
tura eterocromatinica nota come corpuscolo di Barr 
(Fig. 33.38). Nei marsupiali, il corpuscolo di Barr è 


(a) 


{b) 


Figura 33.38 Fotografie al microscopio di nuclei colorati di cellule 
dell'epitelio della bocca dell'uomo: (a) In un maschio normale XY 
non si vede il corpuscolo di Barr. (b) In una femmina normale XX 
si nota un singolo corpuscolo di Barr (freccia). La presenza dei corpu- 
scoli di Barr permette la determinazione rapida del sesso cromosomi- 
co di un individuo. (Fonte: Moore, K. L. e BARR, M. L., Lancet, 2, 
p. 57, 1955.) 


sempre il cromosoma X ereditato per via paterna. 
Nei mammiferi placentati, invece, in ogni cellula so- 
matica viene inattivato a caso uno dei due cromoso- 
mi X quando ancora l’embrione è formato da poche 
cellule. La progenie di ognuna di queste cellule man- 
tiene inattivo lo stesso cromosoma X. Le femmine dei 
mammiferi placentati sono quindi dei mosaici com- 
posti da gruppi clonali di cellule in cui il cromosoma 
X attivo è o quello ereditato per via paterna o quello 
ereditato per via materna. Questa situazione è parti- 
colarmente evidente nelle femmine umane che sono 
eterozigoti per la deficienza congenita delle ghian- 
dole sudoripare legata al cromosoma X chiamata di- 
splasia ectodermica anidrotica. La pelle di queste 
donne presenta aree prive di ghiandole sudoripare, 
in cui è attivo solo il cromosoma X contenente il ge- 
ne mutato, alternate ad aree normali, in cui è attivo 
solo l’altro cromosoma X. Analogamente, i gatti ma- 
rezzati tricolori, il cui mantello presenta aree di pelo 
nero e aree di pelo biondo, sono quasi sempre fem- 
mine i cui due cromosomi X sono allelici per pelo 
nero e pelo biondo. 

Non conosciamo il meccanismo dell’inattivazione 
del cromosoma X né di come un cromosoma X con- 
ferisca il suo stato di attività alla sua progenie. Una 
possibilità, come abbiamo discusso nel paragrafo 31.7, 
è che il DNA del cromosoma X inattivo sia più meti- 
lato di quello del cromosoma X attivo e che lo stato 
di metilazione di ciascuno dei due cromosomi X sia 
trasmesso alla progenie mediante il mantenimento 
della metilazione. C’è infatti una correlazione in- 
versa tra il grado di metilazione di un gruppo di 
C al 5° del gene che codifica l’ipoxantina guanina 
fosforibosil transferasi (HGPRT; paragrafo 26.2B) e il 
grado di attività del cromosoma X che lo contiene. 


I puff (rigonfiamenti) cromosomici 
e i cromosomi a spazzola sono attivi dal punto 
di vista della trascrizione 


[1652] Lo stato condensato della eterocromatina facol- 
tativa presumibilmente la rende trascrizionalmente 
inattiva rendendo il suo DNA inaccessibile alle pro- 
teine che mediano la trascrizione. Per contro, la cro- 
matina trascrizionalmente attiva deve avere una 
struttura relativamente aperta. Questa cromatina non 
condensata è presente nei puff dei cromosomi che 
sporgono da singole bande dei cromosomi giganti po- 
litenici (Fig. 33.39). Questi puff si formano e regredi- 
scono in modo riproducibile come parte del normale 
programma di sviluppo della larva (Fig. 33.39) e in 
risposta a stimoli fisiologici quali ormoni e calore. 
Studi autoradiografici con uridina radiomarcata con 
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Figura 33.39 Serie di fotografie al microscopio che illustrano la for- 
mazione e la regressione di cinque puff cromosomici (linee) in un 
cromosoma politenico di D. melanogaster in 22 Sv az Ra 
le. I puff molto grossi sono noti anche come anelli di Balbiani. ( er 
gentile concessione di Michael Ashburner, Cambridge University.) 


Figura 33.41 Fotografia al microscopio elettronico di una singola an- 
sa di un cromosoma a spazzola. La matrice di ribonucleoproteine 
che riveste l'ansa aumenta di spessore da una estremità dell ansa al- 
l'altra, la qual cosa indica che l’ansa rappresenta una singola unità 
di trascrizione. (Per gentile concessione di Oscar L. Miller, Jr., Uni- 
versity of Virginia.) 


3H e studi di immunofluorescenza con anticorpi anti- 
RNA polimerasi II dimostrano chiaramente che i puff 
sono i principali siti di sintesi di RNA nei cromosomi 
politenici. i 

Lo stato analogamente non condensato in CrOMoso- 
mi non politenici è presente in modo cospicuo nei 
cosiddetti cromosomi a spazzola degli oociti di an- 
fibio (Fig. 33.40). Durante la loro prolungata profase 
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i i i i ico di cromosoma a 
Figura 33.40 Fotografia al microscopio elettronico di cri 

e dal nucleo di un oocita di Notophthalmus a z 
numerose anse trascrizionalmente attive del cromosoma sono alla Ea 
se della definizione «a spazzola». (Fonte: ROTH, M. B. e pt bo “ 
J. Cell Biol., 105, p. 1049, 1987. Copyright © 1987 Rockefeller Uni- 
versity Press.) 


I meiotica (Fig. 27.3), segmenti cromosomici prece- 
dentemente condensati si estroflettono come anse di 
DNA trascrizionalmente attivo che fotografie al mi- 
croscopio elettronico come quella della Fig. 33.41 mo- 
strano come unità di trascrizione solitamente singole. 


B. La regolazione 
dell'inizio della trascrizione 


Le precedenti osservazioni suggeriscono che la 
trascrizione selettiva è responsabile principalmente 
della diversa sintesi delle proteine tra i vari tipi di 
cellule dello stesso organismo. È stato solo nel 1981, 
tuttavia, che James Darnell ha dimostrato che la si 
tuazione stava in questi termini, con l’esperimento 
qui descritto. Quantità utilizzabili sperimentalmente 
di geni epatici murini furono ottenute inserendo L 
cDNA corrispondenti a mRNA di fegato murino il 
95% dei quali sono citosolici) in plasmidi e facendoli 
replicare in E. coli (paragrafo 28.8A). Tramite l’ibri- 
dizzazione dei cDNA clonati in questo modo con 
mRNA radiomarcati estratti da vari tipi cellulari mu- 
rini, fu possibile distinguere le colonie di E. coli con- 
tenenti i geni epato-specifici da quelle contenenti ge- 
ni comuni alla maggior parte delle cellule murine. 
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Dopo aver ottenuto 12 cloni di CONA epato-specifici, 
Darnell si pose la domanda chiave: una cellula euca- 
riotica trascrive solo i geni che codificano le proteine 
che sintetizza o trascrive tutti i suoi geni ma fa ma- 
turare in modo proprio solo i trascritti che traduce? 
A questa domanda rispose ibridizzando i geni muri- 
ni clonati con RNA di fresca sintesi e quindi non ma- 
turati (hnRNA), ottenuti dai nuclei di cellule del fe- 
gato, rene e cervello di topo (Fig. 33.42). Solo gli RNA 
estratti dai nuclei di cellule di fegato ibridizzarono 
con i 12 cDNA epato-specifici con cui furono cimen- 
tati. Gli RNA di tutti e tre i tipi cellulari, però, ibri- 
dizzarono con il DNA dei tre cloni contenenti i geni 
murini comuni. Evidentemente, i geni epato-specifici 
non sono trascritti dalle cellule renali o cerebrali. Que- 
sto suggerisce fortemente che il controllo dell’espres- 
sione genica negli eucarioti sia esercitato principal- 
mente a livello della trascrizione. 


La cromatina trascrizionalmente attiva 
è sensibile alla digestione con nucleasi 


[1654] La struttura aperta della cromatina trascrizio- 
nalmente attiva presumibilmente rende i geni attivi 
accessibili al macchinario della trascrizione. Questa 
ipotesi è sostenuta dalla dimostrazione da parte di 
Harold Weintraub che la cromatina trascrizionalmen- 
te attiva è più suscettibile alla digestione con la DNasi 
I pancreatica (una endonucleasi relativamente non spe- 
cifica) della cromatina trascrizionalmente inattiva. Per 


esempio, i geni della globina di eritrociti di pollo (i. 


globuli rossi aviari sono nucleati) sono più sensibili 
alla digestione con DNasi I di quelli di cellule dell’o- 
vidotto (sede della produzione delle uova) come è di- 
mostrato dalla perdita della capacità di questi geni 
di ibridizzare con una sonda di DNA complementa- 
re dopo trattamento con DNasi I. Per contro, il gene 
che codifica l’ovalbumina (la proteina maggioritaria 
dell’albume d’uovo) delle cellule dell’ovidotto è più 
sensibile alla DNasi I di quello degli eritrociti. La sen- 
sibilità alla digestione con nucleasi, però, apparente- 
mente riflette la potenzialità di un gene ad essere 
trascritto piuttosto che la trascrizione stessa: la sensi- 
bilità alla DNasi I del gene dell’ovalbumina dell’ovi- 
dotto è indipendente dal fatto che l’ovidotto sia stato 
o no stimolato da ormoni a produrre ovalbumina. 


Proteine non istoniche conferiscono 
la sensibilità alla nucleasi 


La variazione dell’attività trascrizionale di un 
dato gene con la cellula in cui si trova indica che 


L’espressione dei geni negli eucarioti 1213 


Cloni contenenti DNA 
fegato-specifico 


Cloni contenenti 
DNA comune 


Purificare, denaturare e 
immobilizzare su carta 
di nitrocellulosa 


FILE 
® g a& 
HDR 


d- SO. 11 Die 


DNA fegato-specifico DNA 
comune 
prat EE 
Ibridizzare 
e lavare DNA 


DNA fegato-specifico comune 


hnRNA marcato 
con 32p 


—_—_»____++-+-& 


Da 
cellule 
epatiche 


; 
È 


i 


iù 3 

e al } N: ZI 
QU 

Da 
cellule 
cerebrali 


Rene 


è RZ 
Da i 


cellule 
renali 


Autoradiogrammi 


Figura 33.42 Il ruolo primario della trascrizione selettiva nel control- 
lo dell'espressione dei geni degli eucarioti è stato stabilito mediante 
tecniche di clonaggio dei geni e di ibridizzazione. | cDNA clonati 
codificanti 12 diverse proteine epato-specifiche del topo (17-72) e tre 
diverse proteine comuni alla maggior parte delle cellule di topo (a-0) 
sono stati purificati, denaturati e caricati su filtro. 1 DNA sono stati 
quindi ibridizzati con RNA radiomarcati di nuova sintesi e quindi 
non modificati, prodotti dai nuclei di cellule di fegato o rene o cervel- 
lo di topo. L'autoradiogramma ha dimostrato che gli RNA di fegato 
ibridizzano con tutti e 12 i cDNA epato-specifici e tutti e 3 i CDNA 
comuni, mentre gli RNA da rene e cervello ibridizzano solo con i 
cDNA comuni. 
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delle proteine cromosomiche partecipano al proces- 
so di attivazione genica. L’abbondanza degli istoni 
nei cromosomi e la loro mancanza di variabilità, pe- 
rò, rendono improbabile che essi possiedano la spe- 
cificità richiesta da un tale ruolo. Tra le più abbon- 
danti proteine non istoniche figurano i membri del 
gruppo ad alta mobilità (HMG), così chiamati a 
causa della loro notevole mobilità in elettroforesi su 
gel di poliacrilamide. Queste proteine altamente con- 
servate, di basso peso molecolare (< 30 kD) hanno 
l’insolita composizione in amminoacidi di —25% ca- 
tene laterali basiche e 30% catene laterali acide. Due 
di loro, HMG 14 e HMG 17, possono essere eluite 
dalla cromatina di eritrocita di pulcino con 0,35M 
NaCl senza grossolane alterazioni strutturali dei nu- 
cleosomi. Questo trattamento elimina la sensibilità 
alla nucleasi specifica dei geni della globina degli 
eritrociti. La loro sensibilità alla nucleasi può però 
essere ripristinata dall’aggiunta di HMG 14 e HMG 
17, sia da sole che insieme, alla cromatina dopo aver 
proceduto all’estrazione con sale. 

Le proteine HMG non sono tessuto-specifiche: HMG 
14 e 17 eluite dai nuclei delle cellule del cervello 
possono ripristinare la sensibilità alla nucleasi di ge- 
ni della globina della cromatina privata di HMG de- 
gli eritrociti. Il processo inverso, però, l'aggiunta di 
HMG 14 e 17 ricavati dagli eritrociti alla cromatina 
priva di HMG ‘di cellule del cervello, non induce 
la sensibilità alla‘nucleasi nei geni della globina del 
cervello né ne induce la trascrizione selettiva. Que- 
ste HMG apparentemente non riconoscono specifi- 
che sequenze di DNA; esse devono piuttosto legarsi 
a componenti della cromatina tessuto-specifiche. 

HMG 14 e 17 si legano direttamente ai nucleosomi, 
probabilmente spiazzando l’istone H1. Le particelle 
del nucleo del nucleosoma in associazione con HMG 
14 e/o 17 mostrano esattamente la stessa sensibilità 
alla nucleasi della cromatina. intatta. Questa osserva- 
zione indica che i geni non hanno bisogno di essere 
spogliati dei nucleosomi per essere almeno potenzial- 
mente trascrizionalmente attivi. 


I geni attivi hanno siti di controllo 
ipersensibili alla nucleasi 


La digestione molto blanda della cromatina tra- 
scrizionalmente attiva con DNasi I e con altre nu- 
cleasi ha rivelato la presenza di siti ipersensibili 
alla DNasi I. Questi segmenti specifici di DNA sono 
localizzati principalmente tanto nelle regioni fian- 
cheggianti al 5° i geni trascrizionalmente attivi o 
attivabili quanto in sequenze coinvolte nella replica- 
zione e nella ricombinazione. I siti ipersensibili alle 
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Figura 33.43 Fotografia al microscopio elettronico di un minicromo- 
soma di SV40 che presenta un segmento di DNA privo di nucleoso- 
mi. (Per gentile concessione di Moshe Yaniv, Institute Pasteur.) 


nucleasi sono apparentemente le «finestre aperte» che 
permettono alle proteine l’accesso alle sequenze di 
DNA di controllo. Questo è dovuto al fatto che i 
segmenti genici ipersensibili alla DNasi I sono liberi 
dai nucleosomi. Per esempio, nelle cellule infettate 
con SV40 nessuno dei — 24 nucleosomi che formano 
un complesso con il DNA circolare di 5,2 kb del 
virus (Fig. 33.43) incorporano il sito virale di inizio 
della trascrizione, di — 250 bp, rendendo quindi quel 
sito ipersensibile alla nucleasi. 

Garv Felsenfeld ha analogamente dimostrato che la 
regione fiancheggiante al 5’ il gene della B£-globina 
degli eritrociti di pollo contiene un segmento di 114 
bp ipersensibile alla DNAsi I, che può essere escisso 
mediante l’endonucleasi di restrizione Mspl. L’acces- 
sibilità di un frammento così lungo indica che esso 
non fa parte di un nucleosoma. Poiché, però, il DNA 
nudo non è ipersensibile alla nucleasi, le speciali pro- 
prietà della cromatina ipersensibile alle nucleasi de- 
vono nascere dal legame di proteine in modo 
sequenza-specifico, in modo da escludere i nucleoso- 
mi. Due proteine, infatti, presenti negli eritrociti di 
pollo ma non in cellule dell’ovidotto, si legano speci- 
ficamente al gene della 84-globina in modo da con- 
ferirgli, una volta inserito in un plasmide e comples- 
sato con gli istoni, la stessa ipersensibilità alla nu- 
cleasi presentata quando è isolato dagli eritrociti. Que- 
ste proteine impediscono il legame degli istoni ai siti 
ipersensibili. 


1657] 
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L’inizio della trascrizione è mediato da fattori 
cellula-specifici che agiscono 
su promotori ed enhancer 


1657] Le cellule eucariotiche differenziate possiedo- 
no una notevole capacità di espressione selettiva di 
geni specifici. Il ritmo della sintesi di una particolare 
proteina in due cellule dello stesso organismo può 
differire fino a un fattore di 10°; il che significa che 
i geni eucarioti non espressi sono completamente 
spenti. Per contro, sistemi procariotici che possono 
essere semplicemente repressi come l’operone lac di 
E. coli (paragrafo 29.3B) non presentano differenze 
di più di 1000 volte nel loro ritmo di trascrizione; 
essi presentano livelli basali di espressione significa- 
tivi. Ciò non di meno, come vedremo più avanti, il 
meccanismo di base del controllo dell’espressione ne- 
gli eucarioti assomiglia a quello dei procarioti: il lega- 
me selettivo di proteine a specifiche sequenze di con- 
trollo genico determina la modulazione del ritmo di 
inizio della trascrizione. 

L'uso di tecniche di clonaggio molecolare ha per- 
messo di dimostrare che i promotori eucariotici e gli 
elementi enhancer mediano l’espressione di geni 
cellula-specifici (ricordate che un enhancer è una se- 
quenza genica che è necessaria per la piena attività 
del promotore a cui è associata ma che può avere 
posizione e orientamento variabili rispetto a quel pro- 
motore; paragrafo 29.2F). Per esempio, William Rut- 
ter ha legato le sequenze fiancheggianti al 5’ il gene 
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Figura 33.44 La disposizione e l'orientamento relativo delle GC box 
nei promotori indicati (ciascuna freccia rappresenta la sequenza della 
GC box NGGGCGGNNN). | riquadri blu rappresentano i siti di lega- 
me con Sp1, mentre la GC box IV di SV40 è rappresentata con un 
riquadro bianco dato che il legame di Sp1 alla GC box V impedisce 
che questo fattore di trascrizione si leghi efficientemente alla GC box 
IV. Il sito di inizio della trascrizione è indicato da +1. 
DHFR=diidrofolato reduttasi; MT= metallotionina. (Fonte: KanDona. 


GA, ]. T., Jones, K. A. e Titan, R., Trends Biochem. Sci., 11, p. 21, 
1986.) 


za che codifica la cloramfenicolo acetiltransfera- 

si (CAT), un enzima facilmente identificabile che non 

è normalmente presente in cellule eucariotiche. Un 
plasmide contenente il gene ricombinante dell’insu- 
lina induce l’espressione del gene CAT solo quando 
viene introdotto in cellule coltivate che normalmen- 
te producono insulina. Analogamente, i ricombinan- 
ti con la chimotripsina sono attivi solo in cellule pro- 
duttrici di chimotripsina. La dissezione della sequen- 
za di controllo dell’insulina indica che il segmento 
tra le sue posizioni — 103 e — 333 contiene un enhan- 
cer: solo nelle cellule che producono insulina esso sti- 
mola la trascrizione del gene CAT, senza riguardo 
alla posizione e all’orientamento dell’enhancer relati- 
vamente al suo promotore. 

Quanto detto in precedenza indica che le cellule pos- 
siedono fattori specifici che riconoscono promotori ed 
enhancer nei geni che trascrivono. Parecchi di questi 
fattori di trascrizione sono stati caratterizzati di 
recente. Robert Tjian, per esempio, ha isolato una 
proteina, Sp1, da cellule umane coltivate, che stimo- 
la di 10-50 volte la trascrizione di geni virali e cellu- 
lari contenenti almeno una GC box propriamente po- 
sizionata (GGGCGG, paragrafo 29.2F; Fig. 33.44). Que- 
sta proteina si lega, per esempio, alla regione fian- 
cheggiante al 5’ i geni precoci del virus SV40, pro- 
teggendo così le GC box dalla digestione con DNasi I 
(Fig. 33.454; footprinting con DNasi I) e dalla metila- 
zione con dimetilsulfato (Fig. 33.45b; footprinting con 
DMS). Analogamente, Spi interagisce specificamen- 
te con le quattro GC box della regione a monte del 
gene della diidrofolato reduttasi del topo e con le sin- 
gole GC box dei promotori umani della metallotio- 
nina I\ e II, (le metallotionine sono proteine leganti 
ioni metallici che sono implicate nei processi di de- 
tossificazione degli ioni di metalli pesanti e la cui sin- 
tesi è stimolata dalla presenza di ioni di metalli pe- 
santi). 

“In un altro esempio ben caratterizzato di fattore 
di trascrizione, la sintesi delle proteine dello shock 
da calore, prodotte dagli eucarioti come risposta pro- 
tettiva alle alte temperature, è regolata dal fattore 
di trascrizione dello shock da calore (HSTF) di 
110 KD. Studi tramite footprinting hanno dimostrato 
che questa proteina si lega specificamente a un seg- 
mento parzialmente palindromico conservato (se- 
quenza consenso CNNGAANNTTCNNG) a monte del- 
le molte sequenze note codificanti proteine dello 
shock da calore. HSTF, come Spi, una volta che si 
lega alla sua sequenza bersaglio stimola la trascrizio- 
ne del gene ad essa associato. Mentre protegge alcu- 
ne regioni del DNA dalla digestione con DNasi I, HSTF 
rende anche porzioni del DNA a cui è legato iper- 
sensibili a questo enzima. 
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< Figura 33.45 L'identificazione dei siti di legame di Sp1 sul promotore 
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precoce di SV40. (a) In una analisi mediante footprinting con DNasi |, 
un segmento di DNA marcato con 3°P all'estremità di un'elica viene 
incubato con una proteina che lega il DNA e digerito quindi blanda- 
mente con DNasi | di modo che, in media, il filamento di DNA mar- 
cato viene digerito solo una volta. Il DNA viene poi denaturato e 
i frammenti marcati risultanti vengono separati a seconda della loro 
taglia mediante elettroforesi su gel di sequenza e analizzati tramite 
autoradiografia. Il DNA non protetto è tagliato più o meno a caso 
e compare quindi come una «scaletta» di bande, ciascuna rappresen- 
tante l'aggiunta di un nucleotide (come in un gel di sequenza; para- 
grafi 28.6B e 28.6C). Al contrario, le sequenze di DNA che vengono 
protette dalla proteina nei confronti della digestione con DNasi | non 
hanno bande corrispondenti. Nel footprint mostrato sopra, le colonne 
marcate con «O» rappresentano il bandeggio ottenuto per digestione 
con DNasi | in assenza di Sp1 mentre nelle altre colonne la quantità 
di Sp1 aumenta da sinistra a destra. | confini del footprint sono deli- 
mitati dalla parentesi quadra e sono indicate le posizioni delle GC 
boxes da | a VI di SV40. (Fonte: KADONACA, ]. T., JONES, }. A. e TUAN, 
R., Trends Biochem. Sci., 11, p. 21, 1986. Copyright © 1986 Elsevier 
Biomedical Press.) (b) Nel footprinting in dimetilsolfato (DMS) un seg- 
mento di DNA complessato con una proteina e marcato ad una estre- 
mità è trattato con DMS, digerito ai suoi residui G, e i frammenti 
che ne risultano vengono separati tramite elettroforesi come nel me- 
todo di analisi di sequenza del DNA per digestione chimica secondo 
Maxam e Gilbert (paragrafo 28.6B). Le regioni di DNA che la protei- 
na protegge dalla metilazione non vengono tagliate da questa proce- 
dura e non sono quindi rappresentate nella risultante «scaletta» di 
residui G. Nell’'autoradiografia mostrata sopra, il numero sotto ciascu- 
na colonna indica i gl di una frazione Sp1 aggiunti a una data quanti 
tà di DNA di promotore di SV40. Sono indicate le posizioni delle 
sue GC boxes. (Fonte: GIDONI, G., KATONAGA, J. T., BARRERA-SALDANA, 
H., TAKAHASHI, K., CHAMBON, P. e Trian, R., Science, 230, p. 516, 
1985. Copyright © 1985 The American Society for the Advancement 
of Science.) 
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Come funzionano i fattori di trascrizione? L’enzi- 
ma responsabile per la sintesi di mRNA negli euca- 
rioti, la RNA polimerasi II, al contrario dell’oloenzi- 
ma procariotico RNA polimerasi I (paragrafo 29.2), 
è privo di ogni capacità intrinseca di legarsi ai suoi 
promotori. Si è quindi postulato che il legame 
sequenza-specifico di numerosi fattori di trascrizione 
nelle vicinanze del sito di inizio della trascrizione ab- 
bia come risultato una interazione tra queste protei- 
ne e una putativa proteina legante TATA che si 
lega alla TATA box (paragrafo 29.2F). Queste intera- 
zioni stimolano l’inizio della trascrizione in quel punto 
da parte della RNA polimerasi II (Fig. 33.46). I fattori 
di trascrizione si possono legare in modo cooperati- 
vo gli uni agli altri e/o alla RNA polimerasi Il in un 
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Figura 33.46 Un modello ipotizzato per l'azione dei fattori di trascri- 
zione. Sono mostrati quattro fattori di trascrizione, T1, T2, T3 e TA, 
legati alle loro corrispondenti sequenze di DNA (siti attivatori) e St- 
multaneamente alla rispettiva proteina legante la TATA box, legati 
in gruppi di due tramite interazioni elettrostatiche relativamente non 
specifiche (in rosso). L'associazione tra fattore di trascrizione e protel- 
na legante TATA è probabilmente piuttosto debole, ma si ritiene che 
la continua associazione/dissociazione mantenga questa interazione 
ad un livello tale per cui la RNA polimerasi può attaccarsi alla protei- 
na TATA e dare inizio alla trascrizione. (Fonte: PTASHNE, M., Nature, 
335, p. 687, 1988.) 
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modo che richiama il legame dei due dimeri del re- 
pressore ) e della RNA polimerasi all’operatore or 
del batteriofago \ (paragrafo 32.3D). Esperimenti di 
clonaggio molecolare, infatti, indicano che molti en- 
hancer consistono di segmenti (moduli) la cui dele- 
zione individuale riduce ma non elimina l’attività en- 
hancer. Una organizzazione così complessa permet- 
te presumibilmente ai sistemi di controllo della tra- 
scrizione di rispondere ad una grande varietà di sti- 
moli in maniera graduale. 

Le proprietà funzionali dei fattori di trascrizione 
degli eucarioti sono sorprendentemente semplici. Es- 
si sembrano dotati di due domini: 


1. Un dominio legante il DNA che si lega alla sequen- 
za di DNA specifica per quella proteina (e le cui 
proprietà strutturali sono discusse più avanti). 

2. Un dominio contenente la funzione attivatoria del 
fattore di trascrizione. Analisi di sequenza indi- 
cano che questo dominio attivatotio ha una re- 
gione superficiale notevolmente acida la cui cari- 
ca negativa, una volta aumentata/diminuita per 
mutazione, aumenta/diminuisce l’attività del fat- 
tore di trascrizione. Evidentemente, l’associazio- 
ne tra un fattore di trascrizione e la sua presunta 
proteina bersaglio legante la TATA box (che a 
sua volta sembra in grado di stimolare l’inizio 
della trascrizione da parte della RNA polimerasi 
IN) è mediata da interazioni elettrostatiche relati- 
vamente non specifiche piuttosto che da legami 
idrogeno più impegnativi dal punto di vista con- 
formazionale. 


Le funzioni di legame col DNA e di attivazione dei 
fattori di trascrizione degli eucarioti possono essere 
geneticamente separate (per cui si pensa che siano 
a carico di domini diversi). Una proteina ibrida, quin- 
di, prodotta con tecniche di ingegneria genetica, che 
contenga il dominio legante il DNA di un fattore di 
trascrizione e il dominio attivatorio di un altro attiva 
gli stessi geni del primo fattore di trascrizione. Fa 
poca differenza dal punto di vista funzionale, infatti, 
se un dominio attivatorio venga posto all’estremità 
N-terminale o a quella C-terminale del dominio le- 
gante il DNA. Questa permissività geometrica nel le- 
game tra il dominio attivatorio e la sua proteina ber- 
saglio è anche dimostrata dall’osservazione che i fat- 
tori di trascrizione sono indifferenti all’orientamen- 
to e alla posizione dei rispettivi enhancer rispetto al 
sito di inizio della trascrizione (paragrafo 29.2F). Na- 
turalmente il DNA tra un enhancer e il corrispon- 
dente distante sito di inizio della trascrizione deve 
sporgere come un’ansa dal complesso fattore di 
trascrizione-proteina bersaglio (Fig. 33.46). 


Fattori di trascrizione generali 


L’inizio della trascrizione da parte della RNA 
polimerasi II, l'enzima che sintetizza gli mRNA, ri- 
chiede la partecipazione di almeno quattro altre pro- 
teine chiamate TFIIA (che sta per fattore di trascri- 
zione A della RNA polimerasi II), TFIIB, TFIID e 
TFIIE/F, che si uniscono tutti a formare un comples- 
so che sostiene i livelli «basali» di trascrizione. TFIID, 
nota anche come proteina che lega TATA, si lega, 
come dice il nome, alla regione della TATA box di 
un gene; un processo questo che è il prerequisito per 
il legame della RNA polimerasi I e degli altri fattori 
che formano un complesso di trascrizione attivo. Il 
confronto tra le sequenze amminoacidiche delle TFIID 
di uomo, di Drosophila e di lievito indica che questa 
proteina è formata da un dominio C-terminale alta- 
mente conservato e da un dominio N-terminale di- 
vergente. I 180 residui C-terminali, che sono identici 
all’80% in queste tre specie, consistono di due seg- 
menti di 77-78 residui che sono una sequenza ripetu- 
ta diretta imperfetta che è considerata importante 
per il legame col DNA, analogamente a quanto si os- 
serva per la struttura dimerica dei repressori batte- 
rici (paragrafo 29.3C). Per contro, i domini N-terminali 
delle proteine umana e di Drosophila sono identici 
solo per il 24% e sono entrambi molto più lunghi 
del dominio N-terminale di lievito. È interessante no- 
tare che la sequenza umana contiene un tratto inin- 
terrotto di 38 residui Gln mentre quella di Drosophi- 
la contiene due blocchi rispettivamente di 6 e 8 resi- 
dui Gln separati da 32 residui e il lievito è completa- 
mente privo di tali sequenze. Forse l’evoluzione dei 
domini N-terminali di questi TFIID ha dovuto soddi- 
sfare la necessità di funzioni specie-specifiche. 

Le proprietà e le funzioni di TFIIA, TFIIB e TFIIE/F 
non sono così chiare come quelle di TFIID. Nessuno 
di questi altri fattori di trascrizione generali sembra 
riconoscere direttamente dei promotori: essi quindi 
devono legarsi a TFIID, RNA polimerasi II e/o ad al- 
tri fattori di trascrizione. 


Fattori di trascrizione gene-specifici 


Per raggiungere un livello di trascrizione «in- 
dotto», uno o più attivatori della trascrizione che sia- 
no legati alla propria sequenza di DNA bersaglio (ele- 
menti promotore od enhancer) devono interagire con 
il suddetto complesso «basale». Sembra che esistano 
due classi di attivatori della trascrizione. Quelli della 
prima classe, come l’attivatore della trascrizione del 
lievito GCNA, attivano la trascrizione di geni che pre- 
sentano le sequenze di legame ad essi corrispondenti 
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in una gran varietà di cellule eucariotiche. Si pensa 
che questi attivatori presentino sia un modulo che 
lega il DNA che un modulo attivatore acido che inte- 
ragisce con una proteina specifica, molto probabil- 
mente TFIID (Fig. 33.46). 

Gli attivatori della seconda classe hanno solo una 
di queste caratteristiche funzionali necessarie e pos- 
sono quindi attivare la trascrizione solo in cellule che 
contengano una proteina in grado di sopperire alla 
funzione mancante. Questi ultimi due tipi di protei- 
na si associano presumibilmente grazie alla comple- 
mentarietà delle loro superfici. 


La trascrizione dei geni della globina 


[1660] L'espressione dei geni della globina è regolata 
a livello trascrizionale in modo da essere sia tessuto- 
specifica (cioè, l’emoglobina è sintetizzata solo dalle 
cellule eritroidi) che stadio-specifica (cioè, embrione, 
feto ed adulto umano esprimono geni della globina 
diversi; paragrafo 33.2E). Come viene effettuato que- 
sto controllo? I geni della globina possiedono nume- 
rosi elementi regolatori a monte che si ritiene siano 
i mediatori del controllo stadio-specifico. Un tipico 
gene della 6-globina ha così tre elementi di controllo 
che agiscono in modo positivo: una TATA box circa 
alla posizione — 30, una CCAAT box prossima alla 
regione da — 70 a — 90, ed un motivo CACCC localiz- 
zato in siti variabili ma spesso vicino alle posizioni 
da —95 a —120 (paragrafo 29.2F). 

L'importanza di queste regioni è dimostrata dalle 
osservazioni che individui portatori di mutazioni 
puntiformi negli elementi TATA 0 CACCC presen- 
tano livelli di 8-globina ridotti. Questi elementi pro- 
motore vengono legati in modo specifico da fattori 
di trascrizione. Alla TATA box si lega così, presu- 
mibilmente, la proteina legante TATA TFIID (vedi 
i paragrafi precedenti), alla CCAAT box si lega, pro- 
babilmente, il fattore di trascrizione ubiquitario CP1 
(una mutazione nel promotore y umano che au- 
menti la similarità della CCAAT box alla sequenza 
consenso di legame con CP1 genera un sito di lega- 
me con CP1 più forte e determina un aumento del- 
L'espressione della y-globina), e all'elemento CACCC 
si lega il fattore di trascrizione Spi che, probabil- 
mente, lega anche altre sequenze promotore delle 
globine che assomiglino alla sequenza consenso di 
legame per Spi. Altri fattori di trascrizione noti 
per interagire con i geni delle globine comprendo- 
no il fattore 1 eritroide-specifico (Ervf1), che 
si lega ai siti sia promotore che enhancer dei geni 
delle globine. 

L'analisi della persistenza ereditaria dell’emoglo- 
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bina fetale (HPFH), una sindrome caratterizzata dal- 
l’inappropriata espressione dei geni y negli adulti 
umani, apre un prezioso spiraglio di luce sulle basi 
dell'espressione stadio-specifica delle globine. Esisto- 
no numerose varianti di HPFH che differiscono dal 
normale solo per una mutazione puntiforme nel pro- 
motore del gene y. Queste mutazioni possono avere 
come risultato o di rafforzare il legame di un fatto- 
re di trascrizione positivo oppure di indebolire il 
legame di un regolatore negativo. Così una muta- 
zione HPFH in corrispondenza della posizione — 117, 
che si trova nella box più a monte delle due CCAAT 
box del gene y, aumenta la somiglianza di questo 
sito alla sequenza consenso di legame con CP1 e 
determina un legame di due volte più stretto di 
CP1 con il sito mutante. In modo analogo delle mu- 
tazioni HPFH in una regione ricca di GC prossima 
alla posizione — 200 generano un più stretto legame 
con Spi. 

L'espressione tessuto-specifica della globina sem- 
bra essere prevalentemente una conseguenza della 
struttura locale della cromatina. Il raggruppamento 
B umano ha cinque siti super-ipersensibili (SH) 
(chiamati così in quanto durante la digestione con 
DNasi I vengono tagliati prima dei normali siti iper- 
sensibili) in una regione localizzata da 6 a 25 kb 
al lato 5’ del gene e e un sito SH —20 kb al 3’ 
del gene 8 (Fig. 33.33). Questi siti SH sembrano defi- 
nire i confini di un grosso segmento di cromatina 
trascrizionalmente attiva. Un individuo, quindi, con 
una ampia delezione a monte che elimini i siti SH 
ma con geni 8 normali ha una talassemia yf (sin- 
tesi ridotta di y, è e 8-globina). Inoltre, topi transge- 
nici per l’intera regione del raggruppamento 8 uma- 
no compresa tra i suoi siti SH esprimono alti livelli 
della 6-globina umana in modo tessuto-specifico, 
mentre topi transgenici per il solo gene 8 associato 
ai suoi siti regolatori locali esprimono livelli molto 
bassi di 6-globina umana o niente del tutto. Una 
spiegazione plausibile per queste ultime osservazio- 
ni è che un segmento di DNA che venga inserito 
a caso in un genoma la maggior parte delle volte 
si localizzerà nella eterocromatina trascrizionalmente 
inattiva. I segmenti contenenti dei siti SH sono quindi 
noti come regioni di controllo dominanti COCR). 
Le DCR sono presumibilmente il bersaglio di protei- 
ne che sono espresse solo nelle cellule eritroidi e 
che in qualche modo inducono una ristrutturazione 
della cromatina in modo da rendere i geni nelle 
vicinanze suscettibili di attivazione da parte dei fat- 
tori di trascrizione. Geni non delle globine, infatti, 
che sono stati posti sotto il controllo di un sito DCR 
sono risultati espressi nelle cellule eritroidi ma non 
nelle cellule non eritroidi. 
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I recettori degli steroidi 
sono fattori di trascrizione 


[1661] Le cellule eucariotiche esprimono molte protei- 
ne: cellula-specifiche in risposta a stimoli ormonali. 
Molti di questi ormoni sono steroidi, derivati del co- 
lesterolo che mediano una grande varietà di risposte 
fisiologiche e di fasi dello sviluppo (paragrafo 34.4A). 
La somministrazione di estrogeni, per esempio (gli 
ormoni sessuali femminili), come il B-estradiolo 


OH 
“50 


HO 
B-estradiolo 


H 


(6) 
Ecdisone 


provoca nell’ovidotto di pollo l'aumento dell'mRNA 
per l’ovalbumina da — 10 a — 50000 molecole/cellu- 
la, mentre la quantità di ovalbumina prodotta au- 
menta da livelli non misurabili fino a rappresentare 
la maggioranza delle proteine di nuova sintesi. Ana- 
logamente, l’ecdisone, l’ormone steroideo degli in- 
setti, media parecchie fasi dello sviluppo larvale (la 
sequenza temporale di comparsa di puff cromosomi- 
ci mostrata nella Fig. 33.39 può essere indotta dalla 
somministrazione di ecdisone). 

Gli ormoni steroidei, che sono molecole non polari, 
passano spontaneamente attraverso la membrana ci- 
toplasmatica della cellula bersaglio per arrivare nel 
citosol dove si legano al recettore corrispondente. I com- 
plessi steroide-recettore, a loro volta, entrano nel nu- 
cleo dove si legano ad enhancer cromosomici specifici 
in modo da indurre, o in qualche caso reprimere, la 
trascrizione dei geni ad essi associati. Per esempio, 
i recettori dei glucocorticoidi (una classe di steroidi 
che influenza il metabolismo dei carboidrati; para- 
grafo 34.4A) si legano a sequenze specifiche di 15 
bp situate nelle regioni a monte di molti geni com- 
presi quelli delle metallotionine. Le azioni dei recet- 


tori degli steroidi negli eucarioti sembrano quindi 
simili a quelle dei regolatori della trascrizione cici 
procarioti come il complesso CAP-cAMP di E. coli (pa- 
ragrafo 29.3C), anche se i sistemi degli eucarioti sono 
molto più complessi. Differenti tipi cellulari, per 
esempio, possono avere lo stesso recettore per un da- 
to ormone steroideo, ma sintetizzare proteine diver- 
se in risposta a quell’ormone. Apparentemente, solo 
alcuni dei geni inducibili da un dato steroide sono 
resi accessibili all’attivazione in ciascun tipo di cellu- 
le capaci di rispondere a quello steroide. 


La struttura derivata mediante NMR 
dei recettori degli steroidi 


[1662]1 recettori degli ormoni steroidei sono fattori 
di trascrizione dimerici che si legano a brevi sequen- 
ze palindromiche di DNA chiamate elementi di ri- 
sposta che sono localizzati a monte dei geni che con- 
trollano. Il legame col DNA è mediato da un domi- 
nio di — 70 residui altamente conservato che contie- 
ne due motivi Cys:— Cys: leganti Zn°*, ma che non 
presenta per il resto omologia di sequenza con gli 

sinc finger (paragrafo successivo). È stata determina- 
ta mediante 2D-NMR la struttura dei domini che le- 

gano il DNA del recettore per gli estrogeni e del 

recettore per i glucocorticoidi. Ciascuna di queste 

due strutture simili consiste di un corpo globulare 

da cui si proiettano all’esterno i due motivi simili 

a zinc finger, ma in maniera molto diversa dai moti- 

vi zinc finger ripiegati indipendentemente di Zif268 

(vedi paragrafi successivi). La struttura del dominio 

che lega il DNA del recettore per i glucocorticoidi, 

oltre a dati genetici e biochimici, ha indotto alla co- 

struzione di un modello in cui le due presunte eliche 

di riconoscimento del DNA, una per ciascuna subu- 

nità della proteina dimerica, si legano in due scana- 

lature principali successive del DNA in un modo che .. 
ricorda il sistema con cui le proteine elica-curva-elica 

si legano alle corrispondenti sequenze bersaglio (Fig. 

29.20). 


Le proteine che legano il DNA contengono 
«zinc fingers» e «leucine zippers» 


Come fanno i fattori di trascrizione a ricono- 
scere le proprie sequenze di DNA bersaglio? Alcune 
di queste proteine, come vedremo più avanti (para- 
grafo 33.4B), contengono un motivo elica-curva-elica 
capace di legare il DNA, un componente comune dei 
geni regolatori dei procarioti come il repressore X 
(paragrafo 32.3D). 
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Figura 33.47 Zinc fingers. (a) Un disegno schematico dei motivi a 
«zinc finger» ripetuti in tandem che mostra gli ioni Zn?+ ad essi le- 
gati in tetraedri. | residui amminoacidici conservati sono indicati. Le 
sfere grigie rappresentano le catene laterali più probabilmente sedi 
del legame col DNA. (Fonte: KLuG, A. e RHODES, D., Trends Bio- 
chem. Sci., 12, p. 465, 1988.) (b) Un modello del motivo a «zinc 
finger» dedotto dallo spettro all'analisi mediante NMR di un singolo 
zinc finger della proteina Xfin di Xenopus. Lo ione Zn°* e gli atomi 
di His e Cys che lo legano sono rappresentati come sfere. (Per gentile 
concessione di Michael Pique, Research Institute of Scripps Clinic. 
Basato su una struttura all'NMR di Peter E. Wright.) 


Un secoîido tipo di motivo capace di legare il DNA 
è stato scoperto da Aaron Klug nel fattore di tra- 
scrizione INA (TFIMA) di Xenopus, una proteina 
che si lega alla sequenza di controllo interna del ge- 
ne dell’RNA 5S (paragrafo 29.2F). Questo complesso 
quindi lega sequenzialmente TFIIB, TFIIIC e la RNA 
polimerasi III che, a sua volta, inizia la trascrizione 
del gene dell'RNA 5S. TFIIIA, una proteina di 344 
residui, contiene 9 unità simili, ripetute in tandem, 
di — 30 residui, ciascuna delle quali contiene due re» 
sidui Cys e due residui His invarianti, e numerosi 
residui idrofobici conservati (Fig. 33.47). Ciascuna di 
queste unità lega uno ione Zn°*, che, come indicato 
da misurazioni dell’assorbimento dei raggi X, è lega- 
to in un tetraedro costituito dai residui invarianti Cys 
e His. Questo motivo ripetuto e quindi stato chiama- 
to «zinc finger» (dito di zinco). Analisi di sequenza 
hanno da allora rivelato che gli zinc finger sono pre- 
senti da 2 a 37 volte ciascuno in numerosi fattori di 
trascrizione degli eucarioti inclusi Sp1, i recettori de- 
gli estrogeni e dei glucocorticoidi, numerosi regola- 
tori dello sviluppo della Drosophila (paragrafo 33.4B), 
e la proteina Xfin di Xenopus, oltre alla proteina UvrA 
di E. coli (paragrafo 31.5B) e a certe proteine che le- 
gano gli acidi nucleici retrovirali. 
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In alcune di queste proteine, i due residui His leganti 
Zn?* sono sostituiti da due residui Cys aggiuntivi 
che formano quindi un secondo tipo di motivo a zinc 
finger. 

Come potrebbe fare la proteina zinc finger a legare 
il suo DNA bersaglio? 
Esperimenti di protezione del DNA indicano che cia- 
scun zinc finger si lega nel solco maggiore del DNA 
in modo da interagire con —5 paia di basi successi 
ve, con, cioè, circa mezzo giro di DNA-B. Il modello 
più plausibile per il legame della proteina zinc finger 
al DNA è quindi quello in cui la proteina si leghi 
lungo una faccia del DNA con gli zinc finger succes- 
sivi legati nel solco maggiore alternando il lato della 
doppia elica (Fig. 33.48). 
Evidentemente gli zinc finger, come pure i motivi 
elica-curva-elica, formano impalcature strutturali che 
sono conformi al contorno tridimensionale del DNA. 
La specificità della sequenza di basi è presumibilmen- 
te fornita dalla particolare sequenza dei residui va- 
riabili di ciascun zinc finger (Fig. 33.47). 


w 


Figura 33.48 Un modello dell'interazione degli zinc finger delle pro- 
teine con il rispettivo DNA bersaglio. La proteina si lega nel solco 
maggiore in modo che motivi a zinc finger successivi (cilindri) si lega- 
no a lati alterni del DNA. L'unità strutturale ripetuta del complesso 
è quindi rappresentata da due zinc finger legati a un giro di DNA. 
(Fonte: Kuug, A. e RHopes, D., Trends Biochem. Sci., 12, p. 468, 
1987.) 
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Figura 33.49 Il /eucine zipper. (a) Una proiezione a ruota elicoidale 
del segmento C-terminale di 28 residui della profeina legante il DNA 
C/EBP che illustra come 4 dei suoi 5 residui di leucina possano for- 
mare un tratto idrofobico lungo un lato della ipotetica elica (in alto). 
Le ruote elicoidali sono discusse nel paragrafo 7.3B. (b) Un disegno 
schematico che mostra come si ipotizza che le catene laterali di Leu 
incolonnate di due a-eliche si interdigitino a formare un /eucine zip- 
per. (Fonte: LANDSCHULTZ, W. H., JOHNSON, P. F. e MceKNIGHT, S. L., 
Science, 240, pp. 1759-1763, 1988.) 


L’attivazione della trascrizione richiede, come ab- 
biamo visto, l’associazione cooperativa di numerose 
proteine che si legano specificamente al DNA. 
Steven McKnight ha suggerito un modo in cuì po- 
trebbe avvenire questa associazione. Egli ha osserva- 
to, infatti, che la proteina di fegato di ratto chiamata 
C/EBP, che si lega specificamente alla CCAAT box 
(paragrafo 29.2F), presenta un residuo Leu ogni sette 
posizioni di un segmento di 28 residui del suo domi- 
nio legante il DNA. 

Questa sequenza quando è organizzata in una orelica 


forma un tratto idrofobico di residui Leu lungo un, 
lato ed è ricca di residui carichi, in particolare Arg, 


sul lato opposto (Fig. 33.49a). 
Una analoga successione di Leu ogni 7 residui è pre- 
sente in alcune proteine note leganti il DNA, com- 
presa la proteina regolatrice del lievito GCN4 e nu- 
merose proteine leganti il DNA codificate da geni 
implicati nello sviluppo tumorale (paragrafo 33.4C). 
McKnight ha quindi proposto che tali proteine si as- 
socino per interazioni idrofobiche mediante le inter- 
digitazioni dei loro residui Leu, in modo paragonabi- 
le a quanto avviene per i denti di una cerniera lam- 
po (Fig. 33.49b), con una organizzazione che egli ha 
di conseguenza chiamato leucine zipper (cerniera 
di leucine). 

L’analisi da parte di Peter Kim di un polipeptide 
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sintetico contenente la sequenza di leucine zipper ri- 
petute di GCN4 sostiene il modello di associazione 
proteica del leucine zipper. Indagini spettroscopiche 
e mediante NMR mostrano che questo polipeptide 
assume una conformazione stabile ad a-elica in con- 
dizioni fisiologiche e costituisce dimeri ad alta affini- 
tà. Le due eliche del dimero, inoltre, si associano con 
andamento parallelo piuttosto che antiparallelo for- 
mando quindi un’elica superavvolta che assomiglia 
a quella della proteina fibrosa cheratina (paragrafo 
7.2A). Nonostante ci siano considerevoli evidenze cir- 
costanziali a sostegno del modello del leucine zipper, 
sembra però improbabile che le catene laterali di Leu 
si interdigitino realmente (poiché le catene laterali 
di una a-elica si estendono tanto verso il basso quan- 
to verso l’esterno, paragrafo 7.1B, le catene laterali 
di due a-eliche parallele non possono interdigitarsi 
come suggerito nella Fig. 33.49b). Si ritiene quindi 
che le catene laterali di Leu si associno per interazio- 
ne idrofobica con catene laterali non polari situate 
sulla a-elica opposta della struttura superavvolta. No- 
tate che il leucine zipper non è direttamente implica- 
to nel legame con il DNA. Numerose proteine che 
legano il DNA, infatti, contenenti zinc finger sem- 
brano anche contenere leucine zipper. 


La struttura ai raggi X 
di un complesso DNA-zinc finger 


1664] Lo zinc finger è un motivo di — 30 residui am- 
minoacidici che lega il DNA e che contiene uno ione 
Zn** che viene legato in un tetraedro composto da 
due residui His invarianti e da due residui Cys inva- 
rianti. Tanto numerosi fattori di trascrizione degli 
eucarioti quanto alcune proteine leganti il DNA dei 
procarioti contengono parecchi (a volte molti) zinc 
finger ripetuti in tandem. 

È stata determinata, a una risoluzione di 2,1 À, la 
struttura ai raggi X di un segmento di 72 residui 
della proteina murina Zif268, che comprende i tre 
zinc finger della proteina, sotto forma di complesso 
con 11 bp di DNA che comprendono la sequenza con- 
senso di legame con la proteina. La struttura dei tre 
motivi zinc finger è praticamente sovrapponibile e 
quasi identica alla struttura, svelata mediante NMR, 
dello zinc finger Xfin mostrata nella Fig. 33.47b. I 
tre zinc finger Zif268 sono organizzati come domini 
separati in una struttura a forma di C che sì inserisce 
bene nella scanalatura principale del DNA. Non sem- 
bra così essere corretto il modello secondo cui zine 
finger successivi si inserirebbero nella scanalatura 
principale legandosi al DNA alternativamente su un 
lato e sull’altro (Fig. 33.48). Ciascun zinc finger in- 
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teragisce in modo identico dal punto di vista confor- 
mazionale con segmenti successivi di 3 bp del DNA 
prevalentemente attraverso legami idrogeno tra 
l’a-elica dello zinc finger (sulla destra della Figura 
33.47b) e un filamento del DNA (in questo caso un 
tratto ricco di G). Ciascun inc finger instaura legami 
idrogeno specifici con due basi nella scanalatura prin- 
cipale. È interessante notare che cinque di queste sei 
associazioni coinvolgono interazioni tra residui Arg 
e G. Oltre ad avere queste interazioni sequenza- 
specifiche, ciascun zinc finger si lega con legame idro- 
geno ai gruppi fosfato del DNA attraverso residui 
Arg ed His conservati. 

Lo sinc finger è, grosso modo, simile al motivo elica- 
curva-elica dei procarioti (paragrafo 29.3C), all’omeo- 
dominio degli eucarioti (paragrafo 33.4), e probabil- 
mente al recettore degli steroidi ed alle proteine bZIP 
(vedi più avanti), nel senso che tutti questi motivi 
che legano il DNA forniscono il sistema per inserire 
una a-elica nella scanalatura principale del DNA-B. 
Il complesso zinc finger-DNA, però, contrariamente 
ad altri che coinvolgono altri motivi proteici, si basa 
su moduli proteici ripetuti che entrano in contatto 
ciascuno con segmenti successivi di 3 bp di DNA. 
Un tale sistema modulare è in grado di riconoscere 
lunghe sequenze asimmetriche di basi. 


Il riconoscimento del DNA da parte 
delle proteine con struttura a «cerniera» 
di leucina Ceucine zipper) 


1665! La «cerniera» di leucina, un motivo proteico al- 
tamente conservato che entra a far parte di molti 
fattori di trascrizione eucariotici, compresi C/EBP, Fos, 
Jun e GONA, è responsabile della dimerizzazione di 
subunità proteiche sia identiche che non identiche. 
La dimerizzazione è mediata da interazioni idrofobi- 
che attraverso la formazione di a-eliche superavvol- 
te parallelamente in cui i residui Leu altamente con- 
servati occupano una posizione ogni sette. L'eviden- 
za sperimentale diretta che i leucine sipper formano 
infatti dei superavvolgimenti è venuta dal risultato 
della diffrazione dei raggi X in cristalli di un peptide 
sintetico di 33 residui la cui sequenza corrisponde 
al leucine zipper di GCN4. Forti riflessioni dei raggi 
X si verificano con una spaziatura di —5,2 À che 
corrisponde al passo che ci si aspetta in a-eliche su- 
peravvolte (e che si osserva anche nella cheratina a; 
paragrafo 7.2A) ma non con una spaziatura di 5,4 À 
che è caratteristica delle a-eliche distese. In un supe- 
ravvolgimento parallelo le catene laterali di leucina 
adiacenti di due a-eliche contigue instaurano dei con- 
tatti latero-laterali (come in una stretta di mano) an- 
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ziché interdigitarsi come nel modello originariamente 
elaborato per il leucine zipper (Figura 33.49D). 

In molte ma non in tutte le proteine con struttura 
a leucine zipper si trova una regione legante il DNA 
ricca di residui basici localizzata sul lato N-terminale 
immediatamente dopo il leucine zipper. Il confronto 
tra le sequenze di 11 di queste cosiddette proteine 
bZIP mostra che una sequenza di 16 residui basici 
inizia invariabilmente a 7 residui dal primo residuo 
Leu del leucine zipper al suo lato N-terminale. Inol- 
tre, tanto tutte queste regioni basiche quanto il seg- 
mento di sei residui che le collega al leucine zipper 
sono privi dei due più forti destabilizzatori di a-eliche, 
cioè i residui Pro e Gly (paragrafo 8.1C), il che sugge- 
risce che ciascun polipeptide bZIP ha una struttura 
interamente ad o-elica. Così si è giunti a formulare 
un interessante modello di «presa a forbici» per il le- 
game col DNA delle proteine bZIP. In questo model- 
lo ciascuna delle due catene polipeptidiche del seg- 
mento bZIP forma un’a-elica che nei segmenti a leu- 
cine zipper si associano l’una con l’altra formando 
un superavvolgimento parallelo. Dopo il motivo a leu- 
cine zipper le due a-eliche si separano formando una 
molecola a Y le cui braccia, che contengono i seg- 
menti del polipeptide che legano il DNA, si sistema- 
no in direzioni opposte lungo la scanalatura princi- 
pale del DNA. Ciascun braccio si avvolge intorno al 
DNA; per questo è necessario che l’a-elica si attorci- 
gli in corrispondenza di un residuo Asn conservato 
il cui atomo di O della catena laterale, per postulato, 
deve accettare il legame idrogeno che è interrotto 
dall'avvolgimento. 

La regione basica di una proteina bZIP contiene tut- 
te le informazioni necessarie a permetterle il ricono- 
scimento del proprio DNA bersaglio. Questo è stato 
dimostrato sperimentalmente mediante l’uso di un 
peptide sintetico contenente la regione basica di GCN4 
seguita da uno spaziatore Gly-Gly-Cys. L’analisi me- 
diante footprinting con DNasi I dimostra che questo 
polipeptide si lega al DNA in modo sequenza-specifico 
quando si trova in forma di dimero legato da un ponte 
disolfuro ma non quando il ponte disolfuro manca. 
Evidentemente, nelle proteine bZIP il motivo a leuci- 
ne zipper agisce soprattutto come mediatore della di- 


*merizzazione della proteina. 


C. Altri meccanismi 
di controllo dell'espressione 


[1666] La maggior parte dei geni degli eucarioti sono 
regolati specificamente solo tramite il controllo del- 
l'inizio della trascrizione. Molti geni virali e geni cel- 
lulari, tuttavia, rispondono anche ad altri tipi di pro- 
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Figura 33.50 Il sito di inizio della trascrizione del gene della w-amilasi 
del topo è soggetto a selezione tessuto-specifica così da dare origine 
a mRNA con segmenti cap (C) e leader diversi ma con la stessa se- 
quenza codificante. (Fonte: YounG, R. A., HAGENBUCHLE, O. e ScHi- 
BLER, U., Cell, 23, p. 454, 1981.) 


cessi di controllo. I diversi meccanismi impiegati da 
questi sistemi secondari sono illustrati qui di seguito. 


1. Selezione di siti di inizio alternativi 


11667] L'espressione di numerosi geni degli eucarioti è 
controllata, in parte, tramite la selezione di siti alter- 
nativi di inizio della trascrizione. Per esempio, mole- 
cole identiche di a-amilasi sono prodotte dal fegato 


‘.e dalle ghiandole salivari del topo, ma i corrispon- 
‘denti mRNA sintetizzati dai due organi differiscono 


xomr 


all’estremità 5’. La comparazione tra le sequenze di 
questi MRNA e il corrispondente DNA genomico in- 
dica che i diversi mRNA originano da siti di inizio 
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separati distanti —2,8 kb (Fig. 33.50). Dopo essere 
stati quindi sottoposti a splicing gli mRNA dell’a- 
amilasi del fegato e delle ghiandole salivari mostra- 
no sequenze al 5’ non tradotte diverse ma la stessa 
sequenza codificante. Si ritiene però che i due siti 
di inizio sostengano ritmi diversi di inizio della tra- 
scrizione. Questa ipotesi rende conto dell’osservazio- 
ne che l’mRNA dell’a-amilasi rappresenta il 2% di 
tutto l’mRNA poliadenilato delle ghiandole salivari 
ma solo lo 0,02% di quello del fegato. 


2. Selezione di siti di splicing alternativi 


1668|L’espressione di numerosi geni cellulari è mo- 
dulata tramite la selezione di siti di splicing alterna- 
tivi. Certi esoni in un tipo di cellule possono essere 


| introni in un altro. Un singolo gene di ratto, per esem- 


pio, codifica sette varianti tessuto-specifiche della pro- 
teina muscolare tropomiosina a mediante la sele- 
zione di siti di splicing alternativi (Fig. 33.51). 


Figura 33.51 L'organizzazione del gene della a-tropomiosina di ratto 
ed i sette splicing alternativi che danno origine alle varianti cellula- 
specifiche della a-tropomiosina. Le linee sottili indicano le posizioni 
occupate dagli introni prima della loro rimozione dall'mRNA maturo. 
Gli esoni tessuto-specifici sono indicati insieme con i residui ammi- 
noacidici (aa) che codificano: gli esoni «costitutivi» (quelli espressi 
in tutti i tessuti) sono in verde; quelli espressi solo nel muscolo liscio 
(SM) sono marrone-rosso; quelli espressi solo nel muscolo striato (STR) 
sono viola; e quelli variabili sono rappresentati in giallo. Notate che 
gli esoni caratteristici del muscolo liscio e di quello striato che coditi- 
cano i residui da 39 a 80 si escludono mutualmente e, analogamente, 
ci sono esoni 3’ non tradotti (UT) alternativi. (Fonte: BREITBART, R. 


E., ANDREADIS, A. e NADAL-GinARD, B., Annu. Rev. Biochem., 56, p. 
481, 1987.) 
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3. Controllo della traslocazione 


L'osservazione che solo — 5% dell’RNA nuclea- 
re riesce ad arrivare nel citosol, probabilmente me- 
no di quanto può essere imputabile allo splicing, sug- 
gerisce che la traslocazione differenziale di mRNA 
nel citosol deve essere un importante meccanismo 
di controllo dell’espressione negli eucarioti. Si stan- 
no infatti accumulando numerose evidenze che la si- 
tuazione stia in questi termini. L’RNA cellulare non 
è mai «nudo», si presenta, piuttosto, sempre sotto for- 
ma di complesso con un certo numero di proteine 
conservate. È interessante notare che gli mRNA nu- 
cleari e citoplasmatici si associano con gruppi diversi 
di proteine, indicando che c’è uno scambio di protei- 
ne all’atto della traslocazione dell’mRNA al di fuori 
del nucleo. 


4. Controllo della degradazione dell’mRNA 


[670] Il ritmo a cui gli mRNA degli eucarioti vengo- 
no degradati nel citoplasma varia enormemente. Men- 
tre la maggior parte ha una vita media di ore o di 
giorni, alcuni vengono degradati entro 30 minuti dal 
loro ingresso nel citoplasma. Un dato mRNA può an- 
che essere soggetto a degradazione differenziale. Per 
esempio, la vitellogenina, la proteina principale del 
tuorlo d’uovo, è sintetizzata dal fegato di pollo in 
risposta agli estrogeni (tanto nel gallo quanto nella 
gallina) e trasportata all’ovidotto per via ematica. 
Esperimenti di marcatura con radioisotopi hanno di- 
mostrato che la stimolazione con estrogeni aumenta 
il ritmo di trascrizione dell’mRNA della vitellogeni- 
na di un fattore di parecchie centinaia di volte, e che 
questo mRNA ha una vita media citoplasmatica di 
480 ore. Quando si sospendono gli estrogeni la sinte- 
si dell’nRNA della vitellogenina ritorna al suo livel- 
lo basale e la sua emivita citoplasmatica cade a 16 ore. 

Le code di poli(A) attaccate a quasi tutti gli mRNA 
degli eucarioti apparentemente servono a proteggerli 
dalla degradazione (paragrafo 29.4A). Gli mRNA per 
gli istoni, per esempio, che sono privi della coda di 
poli(A) hanno emivite molto più brevi della maggior 
parte degli altri mRNA. Gli istoni, contrariamente 
a molte altre proteine cellulari, sono sintetizzati in 
gran numero durante la relativamente breve fase S 
del ciclo cellulare, quando ne sono richieste grandi 
quantità per la replicazione della cromatina (si ritie- 
ne che le piccole quantità di istoni sintetizzate du- 
rante il resto del ciclo cellulare siano utilizzate a fini 
di riparazione del DNA). La breve emivita degli 
mRNA degli istoni garantisce che il ritmo di sintesi 
degli istoni corra in parallelo al ritmo di trascrizione 


dei geni degli istoni. 

Una caratteristica strutturale che aumenta il ritmo 
a cui gli mRNA sono degradati è la presenza di alcu- 
ne sequenze ricche di AU nei segmenti al 3’ non 
tradotti. Queste sequenze, se introdotte in un mRNA 
che ne è privo, ne diminuiscono l’emivita citoplasma- 
tica. La natura dei segnali tramite i quali gli mRNA 
vengono selezionati per essere degradati non è ben 
chiara, in parte senza dubbio perché non sono state 
identificate le nucleasi responsabili di questo feno- 
meno. 

Gli mRNA differiscono nella loro emivita, anche 
se la degradazione citoplasmatica di qualunque 
MRNA sembra essere preceduta da un accorciamen- 
to della sua coda di poli(A). Molti mRNA dalla vita 
breve presentano nelle loro regioni non tradotte al 
3’ delle sequenze ricche di AU la cui delezione sta- 
bilizza le loro code di poli(A) e di conseguenza stabi- 
lizza l’intero mRNA. Si ritiene quindi che queste «se- 
quenze di instabilità» interagiscano con i complessi 
che si formano tra le code di poli(A) e le proteine 
che legano poli(A) (PABP; paragrafo 29.4) in modo 
da aumentare la suscettibilità delle code di poli(A) 
all’attacco da parte delle nucleasi. 


5. Controllo dei siti di inizio della traduzione 


Il ritmo di inizio della traduzione degli mRNA 
degli eucarioti, come abbiamo visto (paragrafo 30.4), 
‘è sensibile tanto alla presenza di determinate sostan- 
ze, compreso l’eme nei reticolociti e l’interferone, 
quanto al mascheramento dell’mRNA. 


6. Selezione di vie alternative 
di modificazione postraduzionale 


72] Certi polipeptidi sintetizzati sia negli eucarioti 
che nei procarioti sono soggetti a digestione proteoli- 
tica e modificazioni covalenti (paragrafo 30.5). Que- 
ste fasi di modificazione postraduzionale sono rego- 
latori importanti dell’attività enzimatica (paragrafo 
14.3E) e, nel caso delle glicosilazioni, sono i principa- 
li fattori che determinano la destinazione finale di 
una proteina nella cellula (paragrafi 11.3F e 21.38). 
La degradazione selettiva delle proteine (paragrafo 
30.6) è pure un fattore significativo nell’espressione 
dei geni negli eucarioti. 

In aggiunta a quanto detto in precedenza, la mag- 
gior parte degli ormoni polipeptidici degli eucarioti 
(le cui funzioni sono discusse nel paragrafo 34.4A) 
sono sintetizzati come segmenti di precursori poli- 
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Figura 33.52 La modificazione postrascrizionale di POMC origina due 
diversi gruppi di ormoni polipeptidici. In entrambi i lobi anteriore 
e intermedio della ghiandola pituitaria POMC è digerito proteolitica- 
mente dando origine al suo frammento N-terminale (N-TERM), all’or- 
mone adrenocorticotropo (ACTH) e alla B-lipotropina (8-LPH). Nel 
solo lobo intermedio questi ormoni polipeptidici sono ulteriormente 
tagliati dando origine all’ormone stimolante i y-melanociti (y-MSH), 
all'a-MSH, al peptide analogo alla corticotropina del lobo interme- 
dio (CLIP), alla y-LPH e alla B-endorfina (B-END). (Fonte: DOUGLASS, 
J., Civerui, O. e Hergert, E., Annu. Rev. Biochem., 53, p. 698, 1984.) 


peptidici più grandi, noti come poliproteine. Essi 
sono tagliati dopo la traduzione dando origine a nu- 
merosi ormoni polipeptidici non necessariamente dif- 
ferenti. Lo schema di digestione di una particolare 
poliproteina può variare nei diversi tessuti così che 
lo stesso prodotto genico può dare origine a diversi 
gruppi di ormoni polipeptidici. La poliproteina 
pro-opiomelanocortina (POMC), per esempio, che, 
nel ratto, è sintetizzata sia nel lobo anteriore che nel 
lobo intermedio della ghiandola pituitaria, contiene 
parecchi ormoni polipeptidici diversi (Fig. 33.52). In 
entrambi questi lobi, che sono ghiandole funzional- 
mente separate, la modificazione postraduzionale di 
POMC dà origine a un frammento N-terminale, ad 
ACTH e a B-LPH. Nel lobo anteriore il rimaneggia- 
mento si ferma a questo punto. Nel lobo intermedio, 
invece, il frammento N-terminale è ulteriormente di- 
gerito dando origine a y-MSH, ACTH è convertito ad 
a-MSH e CLIP, e B-LPH è scomposto in y-LPH e 6- 
END (Fig. 33.52). Questi diversi ormoni hanno attivi 
tà differenti così che i prodotti dei lobi anteriore e 
intermedio della pituitaria sono fisiologicamente di- 
stinti. 

La maggior parte dei siti di taglio di POMC e delle 
altre poliproteine è costituita da coppie di residui am- 
minoacidici basici, per esempio Lys-Arg, il che sug- 
gerisce che la digestione sia mediata da enzimi con 
attività tripsino-simile. Gli enzimi che processano 
POMC, infatti, attivano anche altri proormoni come 


DI 
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la proinsulina. Per di più, l'osservazione che una pro- 
teasi di lievito, che di norma attiva un proormone 
di lievito, è in grado di processare anche POMC in 
modo proprio suggerisce che gli enzimi responsabili 
della manipolazione dei proormoni siano evoluzioni. 
sticamente conservati. 


4. IL DIFFERENZIAMENTO CELLULARE 


In biologia, l'evento che forse ispira più mera- 
viglia è la crescita e lo sviluppo di un uovo feconda- 
to fino alla formazione di un organismo multicellu- 
lare ampiamente differenziato. Nessuna informazio- 
ne esterna è richiesta per fare ciò: l’uovo fecondato 
contiene tutte le informazioni necessarie per dare ori- 
gine a un organismo multicellulare complesso come 
un essere umano. Poiché, contrariamente a quanto 
creduto dai primi microscopisti, gli zigoti non con- 
tengono delle strutture adulte in miniatura, queste 
strutture devono essere in qualche modo generate 
mediante specificazione genetica. In questo paragra- 
fo discuteremo il poco che attualmente si sa di que- 
sto sorprendente processo. Concluderemo prenden- 
do in considerazione le basi genetiche del cancro, 
un gruppo di patologie causate dalla proliferazione 
di cellule che hanno perso alcune delle loro limita- 
zioni di sviluppo. 


A. Lo sviluppo embrionale 


1674) Si può suddividere la formazione di animali 
multicellulari in quattro stadi in qualche modo so- 
vrapposti (Fig. 33.53): 


1. La segmentazione, in cui lo zigote va incontro 
a una serie di rapide divisioni mitotiche che orì- 
ginano molte cellule più piccole sistemate in una 
sfera cava chiamata blastula. 

. La gastrulazione, in cui la blastula, tramite una 
riorganizzazione strutturale che comprende l’in- 
vaginazione della blastula, forma una struttura bi- 
laterale simmetrica a tre strati detta gastrula. La 
segmentazione e la gastrulazione insieme durano 
da poche ore a parecchi giorni a seconda dell’or- 
ganismo. 

3. L’organogenesi, in cui vengono formate le strut- 
ture corporee con un processo che richiede la mi- 
grazione di vari gruppi di cellule proliferanti da 
una parte all’altra dell'embrione, in una coreogra- 
fia complicata ma riproducibile. L’organogenesi 
richiede da ore a settimane. 
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Figura 33.53 L'embriogenesi di un animale rappresentativo, la rana. 


4. La maturazione e la crescita, in cui le strutture 
embrionarie raggiungono dimensioni e capacità 
funzionali finali. Questo stadio si trascina fino al- 
l'età adulta. 


Il differenziamento cellulare 
è mediato da segnali di sviluppo 


1675] Con lo sviluppo di un embrione le sue cellule 
si orientano progressivamente ed irreversibilmente 
verso linee specifiche di sviluppo. Questo significa 
che queste cellule vanno incontro a sequenze di cam- 
biamenti interni autoperpetuantisi che distinguono 
esse e la loro progenie da altre cellule. Una cellula 
e i suoi discendenti quindi «ricordano» i loro muta- 
menti di sviluppo anche quando vengono spostati 
in un ambiente nuovo. Per esempio, l’ectoderma 
(strato più esterno) dorsale (superiore) di un embrio- 
ne di anfibio (Fig. 33.54) è normalmente destinato 
a dare origine al tessuto nervoso, mentre l’ectoder- 
ma ventrale (inferiore) diventa epidermide. Se una 
sezione di ectoderma dorsale di una gastrula ai pri- 
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mi stadi di sviluppo viene tagliata e scambiata con 
una sezione del suo ectoderma ventrale, entrambe 
le sezioni si sviluppano in accordo con la loro nuova 
sede dando origine ad un individuo normale. Se pe- 
rò questo esperimento viene effettuato negli stadi 
tardivi della gastrulazione, i tessuti trapiantati diffe- 
renzieranno seguendo il loro destino di partenza, 
dando origine cioè a cervello ed epidermide fuori 
posto. Evidentemente l’ectoderma ventrale e l’ecto- 
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Figura 33.54 L'ectoderma dorsale e ventrale di un embrione di anfibio. 
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derma dorsale vengono orientati alla formazione di 
epidermide e cervello rispettivamente in un periodo 
compreso tra gli stadi precoci e gli stadi tardivi del- 
la gastrulazione. 

Come vengono innescate le linee di sviluppo? Cioè, 
quali sono i segnali che inducono due cellule con iden- 
tico genoma a seguire diverse vie di sviluppo? Per 
cominciare, lo zigote non è una sfera simmetrica. Piut- 
tosto, il «tuorlo» così come altre sostanze è concentra- 
to verso una estremità. Di conseguenza, nei primi 
stadi della segmentazione le varie cellule ereditano 
determinanti citoplasmatici diversi che sono apparen- 
temente in grado di governare il loro sviluppo suc- 
cessivo. Già ad uno stadio così precoce come un em- 
brione a otto cellule ci sono alcune cellule chiaramente 
diverse dalle altre nel loro potenziale di sviluppo. 
Tuttavia, come indicano gli esperimenti di trapianto 
descritti in precedenza, negli stadi più avanzati del- 
lo sviluppo le cellule ottengono informazioni ai fini 
del proprio sviluppo anche dalla loro posizione nel- 
l’embrione. 

Le cellule possono ottenere informazioni spaziali 
in due modi: 


1. Tramite interazioni intercellulari dirette. 
2. Tramite gradienti di sostanze diffusibili chiamate 
morfogeni rilasciate da altre cellule. 


Per la maggior parte dei programmi di sviluppo i 
tessuti che interagiscono tra loro devono essere in 
contatto diretto, ma non è sempre così. L’ectoderma 
di topo, per esempio, destinato a diventare il cristal- 
lino seguirà il programma di sviluppo a cui è prede- 
stinato solo in presenza di mesenchima (tessuto em- 
brionale che origina muscoli, scheletro e tessuto con- 
nettivo), ma questo processo si verifica anche se i 
due tessuti che devono interagire sono separati da 
un filtro poroso. Lo sviluppo del cristallino deve quin- 
di essere mediato da sostanze diffusibili. 

I segnali di sviluppo possono essere riconosciuti at- 
traverso distanze evolutive molto grandi. L'epidermi- 
de del dorso di un embione di pollo, per esempio, 
produce, per interazione con il derma sottostante, 
abbozzi di piume che sono arrangiati secondo uno 
schema esagonale caratteristico. Se l'epidermide em- 
brionale del pollo è invece associata con derma pro- 
veniente dalla regione dei baffi del muso del topo, 
l’epidermide di pollo produrrà ancora abbozzi di piu- 
me, ma arrangiati secondo lo schema dei baffi di topo. 

Anche se la divergenza tra mammiferi e uccelli 
risale a circa 300 milioni di anni fa, gli induttori di 
topo possono ancora attivare gli appropriati geni di 
pollo, anche se, naturalmente, non possono alterare 
i prodotti che sono codificati da questi geni. In un 


Figura 33.55 Il proverbiale «dente di gallina» si forma nell’epitelio 
che origina la mandibola di un embrione di pollo sotto l'influenza 
del tessuto mesenchimale di molare di embrione di topo. (Per gentile 
concessione di Edward Kollar, University of Connecticut Health Center.) 


esempio affascinante di questo fenomeno, l’associa- 
zione dell’epitelio destinato a formare la mandibola 
di un embrione di pollo con il mesenchima destinato 
ad originare il molare di un embrione di topo induce 
il tessuto di pollo a produrre dei denti che sono di- 
versi da quelli dei mammiferi (Fig. 33.55). Apparen- 
temente i polli, i cui progenitori sono senza denti 
da — 60 milioni di anni (il primo uccello, l’Archaeop- 
terix, aveva i denti), mantengono il potenziale gene- 
tico di produrre denti anche se sono ormai privi del- 
la capacità di attivare questi geni durante lo svilup- 
po. Questa osservazione corrobora l’ipotesi che l’evo- 
luzione di un organismo procede principalmente at- 
traverso mutazioni che alterino i programmi di svi- 
luppo piuttosto che i geni strutturali la cui espressio- 
ne essi controllano (paragrafo 6.3B). 


I segnali di sviluppo agiscono in combinazione 


[676] Uno stimolo aggiuntivo allo sviluppo di una cel- 
lula già orientata in precedenza modulerà, ma non 
invertirà, il suo stato di sviluppo. Considerate per 
esempio ciò che avviene a un embrione di pollo a 
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Figura 33.56 Il tessuto che presumibilmente formerà la coscia di un «e, Le hg <>. 
abbozzo di arto di pollo si svilupperà invece in un piede al posto ì na: 
sbagliato quando verrà impiantato sotto la punta dell’abbozzo dell'a- ae è 
la di pollo. 


cui venga trapiantato del tessuto non differenziato, (c) I: Cellule 
che normalmente dà origine a una parte della coscia, Ve, 27 del 
dalla base dell’abbozzo di una zampa a sotto l’estre- i° polo 
mità dell’abbozzo di un’ala, che normalmente si svi 
luppa nell’estremità simile alle dita della punta del 
l'ala. Il trapianto non diventa né la punta di un'ala 
né una coscia fuori posto; esso dà invece origine a 
un piede (Fig. 33.56). Apparentemente, lo stesso sti- (d) 
molo che induce il tratto terminale di un abbozzo 
di ala a dare origine alla punta dell’ala determina, 
in un tessuto che è già impostato per far parte di 
una zampa, la formazione di un piede, cioè dell’e- 
quivalente morfologico nella zampa della punta del- 
lala. Evidentemente, i molti e diversi tessuti di un 
organismo superiore non si formano ciascuno in ri- (e) 
sposta a uno stimolo di sviluppo tessuto-specifico. Piut- bo 
tosto, un determinato tessuto è il risultato degli effet- TAI 

ti di una particolare combinazione di stimoli di svi- 
luppo relativamente non specifici. Questa situazione, 
naturalmente, riduce enormemente il numero di sti- 
moli di sviluppo diversi necessari per formare un AB AT A6 AS A 
organismo complesso e semplifica quindi i processi ( MIEI runni. 
di regolazione dello sviluppo. Sin STE it ge 43 


(1500) 
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B. Le basi molecolari dello sviluppo. Md 


[1677] Lo studio delle basi molecolari del differenzia- 
mento cellulare è divenuto possibile solo in anni re- @ 

centi con l'avvento delle moderne tecniche di geneti- 4 
ca molecolare. Molto di ciò che conosciamo su questo . 
argomento si basa su studi del moscerino della frutta I 
Drosophila melanogaster. Iniziamo quindi questo pa- "N Di > 
ragrafo con uno sguardo generale sull’embriogenesi 73 
di questo organismo multicellulare che è quello di 
gran lunga meglio caratterizzato. 
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Figura 33.57 Lo sviluppo della Drosophila. | vari stadi sono spiegati > 
nel testo. Notate che l'embrione e la larva appena schiusa hanno 
tutti la stessa taglia, — 0,5 mm di lunghezza. L'adulto è, ovviamente, 
molto più grande. 
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Lo sviluppo della Drosophila 


1678] Quasi immediatamente dopo essere stato depo- 
sto (evento che ne stimola lo sviluppo più della pre- 
cedente fecondazione) l’uovo di Drosophila (Fig. 33.57) 
inizia una serie di divisioni nucleari sincronizzate, 
1 ogni 6-10 minuti. Îl DNA deve quindi essere repli- 
cato a un ritmo forsennato, tra i più veloci descritti 
negli eucarioti. È assai probabile che tutti i suoi re- 
pliconi (paragrafo 31.4B) siano simultaneamente atti- 
vi. Il processo di divisione nucleare è insolito nel sen- 
so che non è accompagnato dalla formazione di nuo- 
ve membrane cellulari; i nuclei continuano a condi- 
videre un citoplasma comune formando un cosiddet- 
to sincizio (Fig. 33.57b). Dopo l’ottavo ciclo di divi- 
sioni nucleari, i — 256 nuclei iniziano a migrare ver- 
so la corteccia (strato più esterno) dell’uovo dove, in- 
torno all’undicesima divisione nucleare, formano un 
singolo strato che circonda una zona centrale ricca 
di tuorlo (Fig. 33.570). A questo stadio, il ciclo mitoti- 
co inizia ad allungarsi mentre i geni nucleari, impe- 
gnati fino a questo punto nella replicazione del DNA, 
diventano trascrizionalmente attivi (un uovo appena 
deposto contiene una riserva enorme di mRNA che 
è stata fornita dalle cellule nutrici che circondano l’oo- 
cita durante il suo sviluppo). Durante il 14° ciclo di 
divisioni nucleari, che dura circa 60 minuti, la mem- 
brana plasmatica dell’uovo si invagina intorno a cia- 
scuno dei circa 6 000 nuclei dando origine a uno sfra- 
to di cellule chiamato blastoderma (Fig. 33.57d). A 
questo punto, dopo circa 2,5 ore di sviluppo, l’attivi- 
tà di trascrizione del genoma raggiunge il suo massi- 
mo nell’embrione, si perde la sincronizzazione mito- 
tica ed inizia la gastrulazione. 

Fino a che non si forma il blastoderma, la maggior 
parte dei nuclei dell'embrione mantiene la capacità 
di colonizzare qualunque porzione del citoplasma cor- 
ticale e di originare quindi qualunque parte della lar- 
va o dell’adulto eccetto le cellule germinali (i proge- 
nitori delle cellule germinali, le cellule del polo, 
Fig. 33.57c, sono messe da parte dopo il 9° ciclo di 
divisioni nucleari). Una volta che il blastoderma è 
formato, però, le sue cellule diventano progressiva- 
mente orientate verso linee di sviluppo sempre più 
strette. Questo è stato dimostrato, per esempio, se- 
guendo nello sviluppo il destino di piccoli gruppi di 
cellule mediante la loro escissione o distruzione con 
un raggio laser e l’analisi della conseguente deformità. 

Durante le poche ore successive l'embrione va in- 
contro a gastrulazione e organogenesi. Un aspetto sor- 
prendente di questo notevole processo, tanto in Dro- 
sophila quanto in animali superiori, è la divisione 
dell’embrione in una serie di segmenti che corrispon- 
dono all’organizzazione dell’organismo adulto (Fig. 
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Figura 33.58 Le localizzazioni e i destini di sviluppo, in Drosophila, 
dei dischi immaginali (a sinistra), tasche di tessuto larvale che forma- 
no le strutture esterne dell'adulto. È mostrato solo uno dei tre dischi 
corrispondenti alle tre paia di zampe. (Fonte: FristroM, ]. W., Rat 
KOW, R., PETRI, W. e STEWART, D., in Hanty, E. W., (curatore), Pro- 


blems in Biology: RNA in Development, p. 382, University of Utah 
Press, 1970.) 


33.57e). L’embrione di Drosophila ha, come minimo, 
tre segmenti che alla fine convergono per formare 
la testa (Md, Mx e Lb che stanno per mandibolare, 
mascellare e labiale), tre segmenti toracici (T1-T3) e 
otto segmenti addominali (A1-A8). Con il procedere 
dello sviluppo l'embrione si allunga e parecchi dei 
suoi segmenti addominali si ripiegano sopra i seg- 
menti toracici (Fig. 33.57f). A questo stadio i segmenti 
si suddividono, a loro volta, in compartimento ante- 
riore e compartimento posteriore. L’embrione a que- 
sto punto si accorcia e si svolge dando origine a una 
larva che nasce un giorno dopo l’inizio dello svilup- 
po (Fig. 33.57g). Nei 5 giorni successivi, la larva si 
nutre, cresce, muta due volte, diventa pupa e inizia 
la metamorfosi che origina l’adulto (imago; Fig. 
33.57h). In quest’ultimo processo, l’epidermide della 
larva è quasi interamente rimpiazzata dalla crescita 
di zone di epitelio larvale apparentemente indiffe- 
renziato note come dischi immaginali che sono pre- 
destinati a una linea di sviluppo fin dallo stadio di 
blastoderma. Queste strutture, che rispettano i con- 
fini dei segmenti della larva, danno origine alle zam- 
pe, ali, antenne, occhi ecc. dell’adulto (Fig. 33.58). Cir- 
ca 10 giorni dopo l’inizio dello sviluppo, emerge l’a- 


‘ dulto che, entro poche ore, inizia un nuovo ciclo ri- 


produttivo. 
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Figura 33.59 Mutanti di sviluppo di Drosophila. (a) La cuticola degli 
embrioni wild-type (selvaticî) (a sinistra) presenta 11 segmenti corpo- 
rei, da T1 a T3 e da AI a A8 (i segmenti della testa sono retratti 
nel corpo e quindi non sono visibili in questo caso). Per contro, i 
«mostri» non vitali prodotti da femmine omozigoti per la mutazione 
bicaudal (a destra) sviluppano solo segmenti addominali organizzati 
con simmetria speculare. (Fonte: GERGEN, P. }., COULTtER, D. e WEI 
scHaus, E., in Gatt, }. G., Gametogenesis and the Early Embryo, p. 
200, Liss, 1986.) (b) Nell’embrione wild-type (a sinistra) l'estremità 
anteriore di ciascuno degli 11 segmenti addominali e toracici mostra 
una cintura di piccole protuberanze note come denticoli (che aiutano 
la larva a strisciare) che in queste fotografie al microscopio appaiono 
come strisce bianche. | mutanti fushi tarazu (a destra) sono privi di 
parte dei segmenti alternati mentre i segmenti rimanenti sono fusi 
tra loro (esempio, A2/3) e danno origine a embrioni non vitali con 
solo metà del normale numero di cinture di denticoli. (Per gentile 
concessione di Walter Gehring, Università di Basilea. Fonte: Cold 
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Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 50, p. 247, 1985.) 
(©) Una mosca adulta omozigote per la mutazione omeotica Antenna- 
pedia. La mancanza del prodotto del gene Antp determina lo svilup- 
po dei dischi imaginali che normalmente danno origine alle antenne 
nelle zampe che di solito sono presenti solo sul segmento 12. (Per 
gentile concessione di Walter Gehring, Università di Basilea.) (d) La 
corrispondenza (frecce) tra le antenne e le zampe in cui le trasforma 
la mutazione Antp. (Fonte: POSTLETHWAIT, }. H. e SCHNEIDERMAN, H. 
A., Dev. Biol., 25, p. 622, 1971.) (e) Una Drosophila a quattro ali 
(normalmente ne ha due; Fig. 27.9) che origina dalla presenza di 
tre mutazioni nel complesso bithorax, abx, bx e pbx. Queste muta- 
zioni determinano lo sviluppo del segmento T3, che normalmente 
porta le altere, come se fosse T2. Questo particolare cambiamento 
di architettura può riflettere la storia dell'evoluzione: la Drosophila 
deriva da insetti più primitivi che hanno quatttro ali. (Per gentile con- 
cessione di Edward B. Lewis, Caltech.) 
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Gli schemi di sviluppo 
sono mediati geneticamente 


11679] Qual è il meccanismo di formazione dello sche- 
ma di sviluppo embrionale? Gran parte di ciò che 
sappiamo a questo proposito deriva dall’analisi gene- 
tica di una serie di bizzarre mutazioni in tre classi 
di geni di Drosophila: 


1. Geni che mediano l’effetto materno, che defi- 
niscono la polarità dell'embrione, cioè i suoi assi 
anteroposteriore (dalla testa alla coda) e dorsoven- 
trale (dalla schiena alla pancia). Le mutazioni di 
questi geni alterano globalmente lo schema cor- 
poreo embrionale senza alcun riguardo per il ge- 
notipo paterno. Per esempio, femmine omozigoti 
per la mutazione dicephalic (a due teste) depon- 
gono uova che si sviluppano in mostri a due teste 
non vitali. Questi sono embrioni con due poli an- 
teriori che puntano in direzione 6pposta e sono 
completamente privi di strutture posteriori. Ana- 
logamente le mutazioni bicaudal (a due code) 
e snake danno origine a embrioni simmetrici e 
speculari con due addomi (Fig. 33.59a). 

2. Geni della segmentazione, che codificano il cor- 
retto numero e la polarità dei segmenti corporei 
embrionali. Gli omozigoti per la mutazione fu- 
shi tarazu (ftz; in giapponese significa «non ci 
sono abbastanza segmenti») hanno solo un segmen- 
to ogni due (Fig. 33.59b), mentre gli omozigoti 
per la mutazione engrailed (en; dentellato con 
dentellature ricurve) sono privi del compartimento 
posteriore di ogni segmento. Anche questi em- 
brioni muoiono prima di nascere. 

3. Geni omeotici, che codificano l’identità del seg- 
mento; la loro mutazione trasforma una parte del 
corpo in un’altra. I mutanti Antennapedia 
(Antp, antenna-piede), per esempio, hanno le zam- 
pe al posto delle antenne (Fig. 33.59c e d), mentre 
le mutazioni bitorax (x), anteriorbitorax 
(abx) e postbitorax (pbx) trasformano ciascuna 
sezione di altere (ali vestigiali che funzionano co- 
me bilanceri), che normalmente sono presenti so- 
lo nel segmento T3, nella corrispondente sezione 
di ali, che normalmente sono presenti solo nel seg- 
mento T2 (Fig. 33.59e). 


I prodotti dei geni dell’effetto materno 
codificano la direzionalità dell’uovo 


{1680] Le proprietà dei mutanti per i geni dell'effetto 
materno suggeriscono che i geni dell’effetto materno 
codifichino delle sostanze la cui distribuzione nel ci- 


(a) 


(b) 


Figura 33.60 La distribuzione della proteina cauda/ nel blastoderma 
sinciziale di Drosophila rivelata tramite immunofluorescenza. L'em- 
brione, di cui sono visibili i nuclei, è stato incubato con anticorpi 
murini anti proteina caudal e quindi colorato con anticorpi di coni- 
glio anti-topo coniugati con rodammina (la rodammina è un compo- 
sto molto fluorescente). (a) Nell'embrione wi/d-type la proteina forma 
un gradiente di concentrazione che aumenta dall’estremità anteriore 
(a sinistra) a quella posteriore dell'embrione. (6) Questo gradiente 
manca nel mutante bicaudal. (Per gentile concessione di Walter Geh- 
ring, Università di Basilea. Fonte: Science, 236, p. 1249, 1987. Copy- 
right © AAAS. Riprodotto con autorizzazione.) 


toplasma dell’uovo definisce il sistema di coordinate , 


spaziali del futuro embrione. 

Infatti gli studi di immunofluorescenza di Walter 
Gehring hanno dimostrato che la proteina caudale 
è distribuita con un gradiente che aumenta verso l’e- 
stremità posteriore dell'embrione normale (Fig. 
33.600), mentre l'embrione bicaudal è privo di que- 
sto gradiente proteico. 

È interessante notare che giovani embrioni prodotti 
da femmine omozigoti per mutazioni dei geni del- 
l’effetto materno possono spesso essere «recuperati» 
mediante l’iniezione di citoplasma, o in alcuni casi 
di solo mRNA, derivato da fasi precoci di embrioni 
normali. Per alcune di queste mutazioni, la polarità 
dell'embrione recuperato è determinata dal sito di 
iniezione. La natura delle proteine codificate dai ge- 
ni dell’effetto materno è in gran parte ignota anche 
se la sequenza di basi del gene snake suggerisce che 
esso codifichi una proteina omologa alla tripsina, che 
è quindi probabilmente una serina proteasi. 


I geni della segmentazione sono espressi 
nelle regioni su cui svolgono la loro azione 


1681] Gehring ha studiato i tempi e la distribuzione 
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Figura 33.61 L'espressione del gene ftz rivelata dall’immunofluore- 
scenza in un embrione di Drosophila che sta formando il blastoder- 
ma cellulare (estremità anteriore a sinistra). Le sette bande fluorescen- 
ti che risultano, ciascuna delle quali è larga circa quattro cellule, so- 
no centrate sui confini tra ogni secondo paio di segmenti primordiali 
in modo da comprendere il futuro compartimento posteriore di un 
segmento e il futuro compartimento anteriore del segmento successi- 
vo. (Per gentile concessione di Sean Carroll e Matthew Scott, Univer- 
sity of Colorado.) 


dell'espressione del gene ftz negli embrioni median- 
te tecniche di ibridizzazione in situ. 
I trascritti fis compaiono per primi nei nuclei che 
foderano il citoplasma corticale durante il decimo ci- 
clo di divisioni nucleari dell'embrione; questo fatto 
pone ftz tra i primi geni embrionali ad essere espressi. 
Il ritmo di espressione di ftz aumenta con lo svilup- 
po dell'embrione fino al quattordicesimo ciclo di di- 
visioni, quando si forma il blastoderma cellulare. A 
questo stadio, come hanno indicato in modo eclatan- 
te gli studi condotti mediante immunofluorescenza, 
ftz è espresso in sette anelli che circondano il blasto- 
derma (Fig. 33.61), che corrispondono in modo pre- 
ciso alle regioni mancanti nell’embrione omozigote 
ft37. Quindi, con la formazione dei segmenti em- 
brionali, l’espressione di ft si abbassa a livelli non 
misurabili (anche se viene successivamente riattiva- 
to durante il differenziamento di cellule nervose spe- 
cifiche in cui viene richiesto di definire in modo pre- 
ciso lo schema delle loro connessioni). Evidentemen- 
te perché avvenga la normale segmentazione dell’em- 
brione il gene ftz deve essere espresso in sezioni al- 
ternate dell'embrione. 

Thomas Kornberg ha studiato in modo analogo l’e- 
spressione del gene engrailed. 
Al tredicesimo ciclo di divisioni nucleari i trascritti 
di en diventano misurabili ma risultano più o meno 
uniformemente distribuiti nella corteccia embriona- 
le. Al quattordicesimo ciclo, tuttavia, essi formano 
un disegno caratteristico di 14 strisce intorno al bla- 
stoderma (la spaziatura risulta la metà di quella del- 
l’espressione di ft2). 
Il proseguimento dello sviluppo rivela che queste stri- 


sce sono localizzate nel compartimento primordiale 
posteriore di ogni segmento (Fig. 33.62), proprio in 
quei compartimenti che mancano negli embrioni 
omozigoti en”. 

Così, analogamente a quanto abbiamo visto per fa, 
il prodotto del gene en induce in qualche modo la 
metà posteriore di ciascun segmento a svilupparsi in 
modo diverso dalla metà anteriore. 

La distribuzione dei prodotti dei geni di segmenta- 
zione rappresenta una risposta ad altri prodotti ge- 
nici. Per esempio, la distribuzione delle strisce fa 
negli embrioni mutanti bicaudal ha simmetria spe- 
culare, mentre negli embrioni «hairy» le strisce so- 
no molto più larghe e tendono a fondersi (hairy è 
normalmente espresso nei segmenti alternati che non 
esprimono ftz). 

I prodotti proteici di questi ultimi geni reprimono 
il gene ft2, che da studi di sequenza è risultato avere 
tre elementi di controllo a monte. 


Figura 33.62 L'ibridizzazione in situ dimostra che il gene engrailed 
di Drosophila è espresso nel compartimento posteriore di ogni seg- 
mento embrionale. (Per gentile concessione di Walter Gehring, Uni 
versità di Basilea.) 
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I geni omeotici dirigono lo sviluppo 
di segmenti corporei individuali 


6e82]I componenti strutturali di porzioni corporee 
analoghe dal punto di vista dello sviluppo, diciamo 
le zampe e le antenne della Drosophila, sono quasi 
identici; solo la loro organizzazione è diversa (Fig. 
33.59d). Di conseguenza, i geni dello sviluppo devono 
avere una funzione di controllo sullo schema di espres- 
sione dei geni strutturali piuttosto che una funzione 
di sola attivazione o inattivazione di questi geni. Pos- 
siamo quindi immaginare che l’espressione dei geni 
strutturali caratteristici di un dato tessuto sia con- 
trollata da una complessa rete di geni regolatori. I 
geni omeotici, come vedremo, sono i geni «maestri» 
delle reti di controllo che governano il differenzia- 
mento dei segmenti. 

La maggior parte delle mutazioni omeotiche della 
Drosophila mappano in due grandi famiglie geniche: 
il bitorax complex (BX-C), che controlla lo svilup- 
po dei segmenti toracici e addominali, e l’antenna- 
pedia complex (ANT-C), che influenza primaria- 
mente lo sviluppo di testa e segmenti toracici. Delle 
mutazioni recessive in BX-C determinano, quando so- 
no presenti in omozigosi, lo sviluppo di uno o più seg- 
menti come se fossero addizionali segmenti anteriori. 
Così la combinazione delle mutazioni br, abx e pbr 
determina lo sviluppo del segmento T3 come se fos- 
se il segmento T2 (Fig. 33.59e). È 

Analogamente, la delezione dell’intero BX:C rende 
tutti i segmenti posteriori rispetto a T2 simili a T2; 
apparentemente T2 rappresenta lo «stato di base» di 
sviluppo di questi 10 segmenti. Si ritiene che l’evolu- 
zione di queste famiglie di geni abbia permesso l’e- 
voluzione degli artropodi (il phylum che comprende 
gli insetti) dai più primitivi anellidi (vermi segmen- 
tati), in cui tutti i segmenti sono praticamente uguali. 

L’analisi genetica dettagliata di BX-C ha portato Ed- 
ward B. Lewis a ipotizzare un modello per il diffe- 
renziamento dei segmenti (Fig. 33.63). BX-C, ha pro- 
posto Lewis, contiene per lo meno un gene per cia- 
scun segmento da T3 ad A8, geni che per semplicità 
vengono numerati da 0 a 8 nella Fig. 33.63. Questi 
geni sono organizzati, per ragioni che non sono an- 
cora chiare, nello stesso ordine da «sinistra» a «de- 
stra» dei segmenti di cui influenzano lo sviluppo. Ini- 
ziando con il segmento T3 i segmenti progressiva- 
mente più posteriori esprimono in successione sem- 
pre più geni BX-C fino a che, nel segmento A8, tutti 
questi geni sono espressi. Il destino ontogenetico di 
un segmento è quindi determinato dalla sua posizio- 
ne nell’embrione. Questo modello, anche se proba- 
bilmente è troppo semplificato, spiega abbondante- 
mente la genetica di BX-C. 
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Figura 33.63 Un modello per il differenziamento dei segmenti em- 
brionali in Drosophila diretto dai geni del complesso bithorax (BX-C). 
| segmenti T2, T3, e A1-8 dell'embrione, come indica il disegno in 
basso, sono caratterizzati ciascuno da una combinazione unica di 
geni BX-C attivi (cerchi viola) e inattivi (cerchi gialli). Si ritiene che 
questi geni, qui numerati da 0 a 8, siano attivati in sequenza dall’e- 
stremità anteriore alla posteriore dell'embrione in modo che il seg- 
mento T2, il segmento più primitivo dal punto di vista dello sviluppo, 
non ha geni BX-C attivi, mentre nel segmento A& sono tutti attivi. 
Un tale modello di espressione genica può originare da un gradiente 
di concentrazione di un repressore di BX-C che diminuisce dall’estre- 
mità anteriore all'estremità posteriore dell'embrione (disegno in alto). 
(Fonte: IncHam, P., Trends Genet., 1, p. 113, 1985.) 


L’attivazione sequenziale dei geni BX-C dalla parte 
anteriore alla parte posteriore dell'embrione sugge- 
risce che la loro espressione sequenziale sia regolata 
da repressori la cui concentrazione diminuisce dal- 
l’avanti al dietro (Fig. 33.63). Parecchi di questi pre- 
sunti repressori sono stati infatti identificati; per 
esempio, negli embrioni privi dei prodotti genici Po- 
Ivcomb (Pc) o extra sex combs (esc) tutti i seg- 
menti si sviluppano come A8. I geni che codificano 
questi repressori sono anche geni omeotici poiché la 
loro mutazione influenza il differenziamento dei seg- 
menti. 


I geni dello sviluppo hanno sequenze comuni 


[1683] Caratterizzando il gene Antp, Gehring e Mat- 
thew Scott hanno scoperto indipendentemente che 
il cCDNA Antp ibridizza sia con il gene Antp che con 
il gene ftz e che, quindi, questi geni condividono una 
sequenza di basi. Questa sorprendente osservazione 


pm 


1 
Topo M0-10 Ser Lys Arg Gly Arg Thr Ala Tyr 
Rana MM3 Arg Lys Arg Gly Arg Gin Thr Tyr 
Antennapedia Arg Lys Arg Gly Arg Gin Tbr Tyr 
Fushi tarazu Ser Lys Arg Thr Arg Gin Thr Tyr 
Ultrabithorax Arg Arg Arg Gly Arg Gin Thr Tyr 
21 
Topo .MO-10 His Phe Asn Arg Tyr Leu Met Arg 
Rana MM3 His Phe Asn Arg Tyr Leu Thr Arg 
Antennapedia His Phe Asn Arg Tyr Leu Thr Arg 
Fushi tarazu His Phe Asn Arg Tyr Ile Thr Arg 
Ultrabithorax His Thr Asn His Tyr Leu Thr Arg 
41 
Topo MO-10 Thr Glu Arg Gin Ile Lys Ile Trp 
Rana MM3 Thr Glu Arg Gin Ile Lys Ile Trp 
Antennapedia Thr Glu Arg Gln Ile Lys lle Trp 
Fushi tarazu Ser Glu Arg Gin Ne Lys lle Trp 
Ultrabithorax Thr Glu Arg Gi Ie Lys Ile Trp 
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Figura 33.64 Le sequenze amminoacidiche dei polipeptidi codificati 
dalle omeobox di 5 geni derivati da topo, Xenopus e Drosophila (Ul- 
trabithorax è un gene BX-C). Le discrepanze tra il polipeptide codifi- 
cato dall'omeobox Antp e quelli degli altri geni non sono colorate. 
Ciascun polipeptide ha un segmento di 19 residui (sfondo rosso) che 
è omologo al motivo legante il DNA elica-curva-elica dei repressori 
dei procarioti. Sono indicate le posizioni di queste proposte eliche, 


numerate 2 e 3 come nella proteina Cro di \. 


ha portato alla scoperta che il genoma di Drosophila 
contiene numerose di queste sequenze, molte delle quali 
sono presenti nei complessi di geni omeotici ANT-C 
e BX-C. L’analisi delle sequenze di DNA di questi ge- 
ni ha mostrato che ciascuno di essi possiede una se- 
quenza di 180 bp, la cosiddetta omeobox, che risul- 
ta omologa l’una all’altra per il 70-90% e che codifica 
segmenti polipeptidici di 60 residui ancora più omo- 
loghi (Fig. 33.64). 

Ulteriori studi di ibridizzazione usando omeobox 
come sonde hanno portato alla scoperta veramente 
stupefacente che molteplici copie di omeobox sono pre- 
senti anche nel genoma degli animali segmentati da- 
gli anellidi ai vertebrati come Xenopus, topo e uomo. 
In alcune di queste sequenze il grado di omologia 
è notevolmente alto; le omeobox, per esempio, del 
gene Antennapedia di Drosophila e del gene MM3 
di Xenopus codificano polipeptidi che hanno in co- 
mune 59 amminoacidi su 60 (Fig. 33.64). 

Poiché vertebrati e invertebrati si sono separati più 
di 600 milioni di anni fa, questo fatto suggerisce che 
il prodotto genico dell’omeobox abbia una funzione 
essenziale. 

Quale potrebbe essere questa funzione? Il contenuto 
pari al — 30% di Arg+Lys dei polipeptidi codificati 


| 


dalle omeobox suggerisce che essi leghino il DNA. 
Comparazioni di sequenza e studi mediante NMR sug- 
geriscono ancora di più che questi segmenti polipep- 
tidici formino motivi elica-curva-elica che assomiglia- 
no a quelli dei geni regolatori dei procarioti come 
il repressore trp di E. coli (paragrafo 29.3C) e la pro- 
teina XCro (paragrafo 32.3D). Il polipeptide, infatti, 
codificato dall’omeobox del gene engrailed di Droso- 
phila si lega a sequenze di DNA appena a monte del 
sito di inizio della trascrizione sia del gene en che 
del gene ft. Inoltre, la fusione delle sequenze a monte 
del gene ft2 con altri geni impone lo schema di stri- 
sce di ft2 (Fig. 33.61) sull’espressione di questi altri 
geni nell’embrione di Drosophila. Queste osservazio- 
ni suggeriscono che i geni contenenti omeobox codifi- 
chino dei fattori di trascrizione, in accordo con l’idea 
che i prodotti dei geni di sviluppo agiscano come rego- 
latori dell’espressione di altri geni. Non tutte le pro- 
teine codificate da omeobox, infatti, sono coinvolte 
nella regolazione dello sviluppo. La sequenza omeo- 
box è apparentemente un motivo genetico molto dif- 
fuso che codifica segmenti in grado di legare il DNA 
di un buon numero di proteine. 

Si è tentati di speculare che i geni dei vertebrati 
che contengono omeobox codifichino dei regolatori 
dello sviluppo. Ora come ora, però, le funzioni di 
questi geni sono ignote. Questo non significa che i 
vertebrati siano privi di geni omeotici. Per esempio, 
la mutazione Rachiterata, letale nel topo, che tra- 
sforma la settima vertebra cervicale nella prima ver- 
tebra toracica con una costa può, infatti, essere di 
origine omeotica. Ciò non di meno, come indica la 
discussione precedente, stiamo solo cominciando a 
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comprendere la natura molecolare del processo di 
sviluppo. Quindi, anche se la maggior parte dei ge- 
ni dell’effetto materno, della segmentazione e omeo- 
tici di Drosophila sono probabilmente stati identifi- 
cati, ben pochi dei geni che essi controllano sono 
noti. Poco inoltre si sa dei geni che regolano gli 
stadi più tardivi dello sviluppo embrionale che pro- 
babilmente partecipano a reti di controllo molto più 
complesse di quelle che governano gli stadi preco- 
ci. Chiaramente abbiamo molto da imparare prima 
di poter anche solo ipotizzare «come la sequenza 
di basi del DNA codifichi-la struttura tridimensio- 
nale di un embrione e come questa struttura cambi 
col tempo. 


Le omeobox del topo assomigliano 
a quelle della Drosophila 


L’omeobox, un DNA di 183 Bp che codifica un 
motivo di 61 residui, che lega il DNA, chiamato 
omeodominio, ha un ruolo centrale nel controllo 
della morfogenesi degli eucarioti superiori. Nella Dro- 
sophila le omeobox si trovano in tre classi principali 
di geni del differenziamento: i geni dell’effetto ma- 
terno, i geni della segmentazione e ìi geni omeotici. 
Negli anni più recenti sono stati identificati anche 
nel topo più di 30 geni omeobox. I cosiddetti geni 
Hox sono organizzati in quattro raggruppamenti, cia- 
scuno localizzato su di un cromosoma separato ed 
esteso per più di 100 kb. Come nella Drosophila i 
geni di ciascun raggruppamento murino vengono at- 
tivati con lo stesso ordine, da sinistra a destra, in cui 
essi sono espressi dall’estremità posteriore a quella 
anteriore dell'embrione. Questa organizzazione è for- 
se necessaria ai fini dell’attivazione dei geni omeo- 
box nell’ordine appropriato. In ogni caso, anche altri 
vertebrati hanno quasi certamente un’organizzazio- 
ne simile dei geni omeobox. 

I geni Hox, come i geni omeobox della Drosophila, 
sono espressi secondo schemi specifici e in stadi par- 
ticolari durante l’embriogenesi. La maggior parte dei 
geni Hox è espressa allo stadio gestazionale in cui 
prevale l’organogenesi. Che i geni Hox codifichino 
direttamente l’identità e il destino delle cellule em- 
brionali, che abbiano cioè carattere omeotico, è stato 
dimostrato con esperimenti come il seguente. Sono 
stati prodotti degli embrioni di topo transgenici per 
il gene Hox-1- 1 che è stato posto sotto il controllo 
di un promotore che risulta attivo in tutto il corpo 
anche se Hox-1-1è di norma espresso solo dal collo 
in giù. I topi risultanti hanno mostrato gravi anor- 
malità craniofacciali quali una palatoschisi, una ver- 
tebra in più e un disco intervertebrale alla base del 


cranio. Alcuni hanno sviluppato anche una coppia 
di coste nella regione cervicale. Il «guadagno di fun- 
zioni» di questo gene omeobox, quindi, ha indotto 
una mutazione omeotica analoga a quelle osservate 


* nella Drosophila. 


La struttura dell’omeodominio 
in complesso con il DNA 


È stata determinata con una risoluzione di 2,8 
À la struttura ai raggi X dell'’omeodominio di 61 re- 
sidui della proteina «engrailed» di Drosophila sotto 
forma di complesso con un DNA di 21 bp. Al DNA 
si legano due copie della proteina, una vicino al cen- 
tro del DNA e l’altra vicino ad una estremità, dove 
entra anche in contatto con una seconda molecola 
di DNA che, nel cristallo, forma un'elica pseudo- 
contigua alla prima. La conformazione delle due mo- 
lecole proteiche è quasi identica, così come i contatti 
che esse instaurano col DNA. I due omeodomini non 
sono in contatto reciproco e quindi, contrariamente 
ad altri motivi leganti il DNA di cui sia nota la strut- 
tura, si legano al loro DNA bersaglio come monome- 
ri. La struttura ai raggi X è pienamente in accordo 
con la struttura ricavata mediante NMR dell’omeo- 
dominio Antennapedia in complesso con un DNA di 
14 bp. 

L’omeodominio è formato principalmente da tre eli- 
che a, di cui le ultime due, come avevano in prece- 
denza suggerito i confronti fra le sequenze, formano 
un motivo elica-curva-elica (HTH) che è sovrapponi- 
bile ai motivi HTH dei repressori dei procarioti come 
il repressore \ (Fig. 32.33). Anche se ben si inserisce 
nella scanalatura principale del DNA corrisponden- 
te, l'elica 3, l’elica «di riconoscimento» del motivo 
HTH, lo fa in modo diverso nei due complessi. Nel 
complesso del repressore ) l’estremità N-terminale 
dell’elica «di riconoscimento» si inserisce nella scana- 
latura principale del DNA, mentre nel complesso del- 
l’omeodominio il DNA viene spostato verso l’estre- 
mità C-terminale dell’elica che è più lunga di quella 
del repressore \ (va dal residuo 42 al 58 nella Fig. 
33.64). Di conseguenza, anche il modo con cui la pri- 
ma elica del motivo HTH (elica 2; residui da 28 a 37 
nella Fig. 33.64) entra in contatto col DNA è diverso 
nei due complessi. 

La maggior parte dei siti di legame degli omeo- 
domini ha la subsequenza TAAT. Nella struttura ai 
raggi X l’elica «di riconoscimento» instaura dei con- 
tatti base-specifici, tramite legami idrogeno, con 
questa subsequenza nella scanalatura principale, at- 
traverso residui che sono altamente conservati negli 
omeodomini degli eucarioti superiori. È stato quindi 
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proposto che queste interazioni abbiano la funzione 
di allineare l’omeodominio con le altre basi con cui 
esso entra in contatto. In più, due residui Arg con- 
servati localizzati nella coda N-terminale dell’omeo- 
dominio instaurano contatti base-specifici tramite le- 
gami idrogeno con la subsequenza TAAT nella sca- 
nalatura secondaria del DNA. La proteina quindi «af- 
ferra» la subsequenza TAAT da due parti. Bisogna 
sottolineare che non si conoscono altre proteine, tra 
quelle che legano il DNA in modo sequenza-specifico, 
che instaurino contatti con basi della scanalatura se- 
condaria. Infine, l’omeodominio instaura estesi con- 
tatti con lo scheletro del DNA che pure, si presume, 
gioca un ruolo importante in legame e riconoscimento. 


C. Le basi molecolari del cancro: 
gli oncogeni 


11686] Le cellule dell’organismo normalmente sono sem- 
pre sottoposte a un rigido controllo del loro sviluppo. 
Durante l’embriogenesi, quindi, le cellule devono dif- 
ferenziare, proliferare e anche morire secondo una 
sequenza spaziale e temporale corretta per dare ori- 
gine a un organismo normalmente funzionante. Nel 
l'adulto le cellule di certi tessuti quali l’epitelio inte- 
stinale ed il tessuto emopoietico del midollo osseo con- 
tinuano a proliferare. La maggior parte delle cellule 
dell'organismo adulto, tuttavia, rimangono quiescenti, 
nella fase Gy, cioè, del ciclo cellulare. 

Occasionalmente le cellule perdono il controllo del 
proprio sviluppo ed iniziano a proliferare eccessiva- 
mente. I tumori che ne risultano possono essere di 
due tipi: 


1. 1 tumori benigni, come verruche ec nei, cresco- 
no per semplice espansione e rimangono spesso 
incapsulati da uno strato di tessuto connettivo..I 
tumori benigni mettono raramente in pericolo di 
morte anche se possono essere fatali quando si 
sviluppano in spazi chiusi come nel cervello o 
quando secernono grandi quantità di determina- 
ti ormoni. 

2. 1 tumori maligni crescono in modo invasivo e 
liberano cellule che colonizzano nuovi siti corpo- 
rei con un processo chiamato metastatizzazio- 
ne. Itumori maligni mettono quasi invariabilmen- 
te in pericolo di morte; sono responsabili del 20% 
dei casi di mortalità negli Stati Uniti. 


Il cancro, essendo uno dei maggiori problemi sanita- 
ri nell'uomo, ha ricevuto nelle ultime decadi una 
enorme attenzione biomedica. Sono stati riconosciuti 
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circa 100 tipi diversi di cancro nell’uomo, sono stati 
sviluppati metodi di diagnosi e di trattamento del 
cancro, e l’epidemiologia del cancro è stata estesa- 
mente caratterizzata. Ciò nonostante stiamo solo ini- 
ziando a capire le basi biochimiche di questa serie 
di forme morbose. In questo paragrafo riassumere- 
mo quanto si sa in questo campo in rapido sviluppo. 


Le cellule cancerose differiscono 
in molti modi dalle cellule normali 


[1687] La proprietà più ovvia e anche più significativa 
dal punto di vista medico delle cellule cancerose è la 
loro proliferazione incontrollata. Le cellule normali, 
per esempio, quando vengono coltivate in una cap- 
sula di coltura formano un monostrato sul fondo del- 
la capsula e quindi smettono di dividersi, per un pro- 
cesso chiamato inibizione da contatto (Fig. 33.650). 
Al contrario, la crescita delle cellule maligne non è 
modificata dai contatti intercellulari; in coltura esse 
si dispongono in strati multipli (Fig. 33.65b). Inoltre, 
anche in assenza di inibizione da contatto le cellule 
normali hanno una capacità a riprodursi molto più 
limitata delle cellule neoplastiche. Le cellule norma- 
li, a seconda della specie e dell’età dell’animale da 
cui provengono, si divideranno in coltura solo da 20 
a 60 volte prima di raggiungere la senescenza e mo- 
rire (un fenomeno che, senza dubbio, è alla base del 
processo di invecchiamento). Le cellule cancerose, per 
contro, sono immortali; non c’è limite al numero di 
volte che possono dividersi. Alcune linee di cellule 
neoplastiche, infatti, sono mantenute in coltura da 
decenni e hanno passato migliaia di divisioni cellula- 
ri. Le cellule immortali, però, non sono necessaria- 
mente maligne: la caratteristica principale del can- 
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Figura 33.65 La crescita in coltura di cellule di vertebrato: (a) Le cel- 
lule normali smettono di crescere per inibizione da contatto una volta 
che hanno formato un monostrato confluente. (6) AI contrario, le cel- 
lule trasformate mancano della inibizione da contatto; esse si impila- 
no formando molteplici strati. 
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Figura 33.66 La trasformazione di fibroblasti coltivati di polio ad ope- 
ra del virus del sarcoma di Rous: (a) Le cellule normali aderiscono 
alla superficie della piastra di coltura dove assumono una conforma- 
zione appiattita ed estesa. (b) In seguito ad infezione con RSV queste 
cellule diventano arrotondate e si raccolgono insieme in cumuli. (Per 
cade concessione di G. Steven Martin, University of California, Ber- 
xeley.) 


cro è l’immortalità accompagnata a una crescita in- 
controllata. 

Le proprietà delle cellule cancerose differiscono da 
quelle delle cellule normali da cui esse sono derivate. 
La membrana plasmatica delle cellule maligne ha un 
carattere più fluido di quella delle cellule normali 
e ha un rapporto alterato di molti dei suoi compo- 
nenti di superficie come glicoproteine e glicolipidi. 
All’interno, il citoscheletro delle cellule cancerose è 
meno organizzato di quello delle cellule normali. Que- 
sto, presumibilmente, è il motivo per cui le cellule 
cancerose hanno un aspetto molto più rotondeggian- 
te delle cellule normali corrispondenti (Fig. 33.66). 
Dal punto di vista metabolico, le cellule cancerose 
hanno un ritmo di glicolisi alto che determina nell’o- 
spite un drenaggio energetico debilitante. La conver- 
sione di una cellula normale in una cellula cancerosa 
è, quindi, accompagnata da una complessa serie di 
cambiamenti strutturali, biochimici e, come vedre- 
mo, genetici. 


Il cromosoma 1 umano contiene 
un gene dell’invecchiamento 


11688] Le cellule umane normali in coltura hanno una 


vita limitata: dopo un dato numero di divisioni cellu- 
lari (20-60), che varia con l’età dell’individuo da cui 
le cellule vengono prelevate, le cellule smettono di 
proliferare, aumentano le loro dimensioni e intrapren- 
dono un processo denominato invecchiamento cellu- 
lare che termina con la morte della cellula. Nel ten- 
tativo di studiare le basi della senescenza cellulare 
(e quindi dell’invecchiamento e della genesi dei tu- 
mori), cellule derivate da una linea immortale di cri- 
ceto sono state fuse con fibroblasti umani, diploidi 
che normalmente sarebbero invecchiati. La maggior 
parte delle cellule ibride ha mostrato una vita limita- 
ta paragonabile a quella dei fibroblasti ùmani, dimo- 
strando così che la senescenza cellulare è un tratto 
dominante. Alcune di queste cellule ibride, però, so- 
no diventate immortali. 

L'analisi del cariotipo (dei cromosomi) ha mostrato 
che queste cellule immortali avevano perso entram- 
be le copie del cromosoma 1 umano (nelle cellule ibri- 
de la perdita di cromosomi è un fatto comune) men- 
tre tutti gli altri cromosomi umani erano presenti 
in almeno alcuni degli ibridi immortali. L’introdu- 
zione del cromosoma 1 umano nelle altrimenti im- 
mortali cellule di criceto ha fatto diventare senescen- 
ti queste cellule mentre l’analogo trasferimento del 
cromosoma 11 non ha mostrato alcun effetto sulla 
loro crescita. Evidentemente il cromosoma 1 umano 
porta per lo meno un gene (ma probabilmente non 
il solo) necessario al processo di invecchiamento cel- 
lulare. 

L'invecchiamento cellulare deve quindi essere, con 
grandi probabilità, un processo programmato (para- 
grafo 31.4) piuttosto che il risultato dell'accumulo di 
danni casuali. 
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Il cancro è provocato da agenti cancerogeni, 
radiazioni e virus 


[1689] Molti casi di cancro sono provocati da agenti 
che danneggiano il DNA o interferiscono con la sua 
replicazione 0 con la sua riparazione. Questi com- 
prendono tanto una grande varietà di sostanze natu- 
rali o di sintesi note come cancerogeni chimici (para- 
grafo 31.5E), che le radiazioni, elettromagnetiche e 
in particelle con energia sufficiente a rompere lega- 
mi chimici. Inoltre, certi virus inducono nei loro ospi- 
ti la formazione di tumori maligni (vedi più avanti). 
Quasi tutti i tumori maligni derivano dalla trasfor- 
mazione di una singola cellula (conversione allo sta- 
to di malignità; questo termine non dovrebbe essere 
confuso con l’acquisizione di informazioni genetiche 
da DNA fornito dall’esterno) che, libera dalle sue nor- 
mali limitazioni di sviluppo, prolifera. E tuttavia, con- 
siderando, per esempio, che il corpo umano è forma- 
to da circa 10! cellule, la trasformazione deve esse- 
re un evento molto raro. 
Una delle ragioni principali, come indica anche la 
distribuzione in rapporto all’età della morte per can- 
cro, è che la trasformazione richiede che una cellula 
o i suoi progenitori siano stati oggetto di numerosi 
cambiamenti cancerogeni indipendenti e presumibil- 
mente improbabili. Di conseguenza, l’esposizione a 
un cancerogeno può predisporre molte cellule alla 
trasformazione, ma un tumore maligno può anche 
non formarsi per decenni fino a che una di queste 
cellule non vada soggetta all’evento trasformante fi- 
nale (Fig. 33.67). 


Alcuni retrovirus trasmettono oncogeni 
[1690] L’induzione virale del cancro è stata osservata 
per la prima volta nel 1911 da Peyton Rous che ha 
dimostrato che i filtrati privi di cellule di alcuni sar- 
comi (tumori maligni che derivano dal tessuto con- 
nettivo) del pollo sono in grado di promuovere nuo- 
vi sarcomi in altri polli. Anche se sono dovuti passa- 
re decenni prima che fosse apprezzato il significato 
di questo lavoro (Rous è stato insignito del premio 
Nobel nel 1966 a 85 anni), da allora sono stati scoper- 
ti molti altri tumori virali. 

Il virus del sarcoma di Rous (RSV), come tutti 
i virus tumorigenici noti a RNA, è un retrovirus 
(un virus a RNA che replica il suo cromosoma co- 
piandolo come DNA con una reazione mediata dalla 
trascrittasi inversa codificata dal virus, paragrafo 
31.4C, inserendo il DNA nel genoma della cellula ospi- 
te e trascrivendo quindi questo DNA). La sequenza 
di basi del cromosoma di RSV mostra che esso con- 
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Figura 33.67 La variazione della frequenza di morte per cancro nel- 
l'uomo in funzione dell'età. La linearità di questa curva log-log può 
essere spiegata con l'ipotesi che numerose mutazioni avvenute a caso 
siano necessarie per generare un processo maligno. La pendenza del- 
la linea suggerisce che, in media, sono necessarie cinque mutazioni 
per una trasformazione maligna. 
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Proteine del Trascrittasi Glicoproteina Proteina 
nucieo inversa dell'involucro chinasi 
centrale virale 


Proteine virali 


Figura 33.68 La mappa genetica di RSV. Il suo genoma di 9 kb codifi- 
ca solo quattro geni: gag, pol ed env sono essenziali per la replicazio- 
ne virale, mentre src è un oncogene. | segmenti alle estremità del 
genoma rappresentano sequenze terminali ridondanti. 


tiene quattro geni (Fig. 33.68) di cui solo tre sono 
essenziali per la replicazione virale: gag, che codifi- 
ca una proteina interna del capside; pol, che codifica 
la trascrittasi inversa; ed env, che codifica la protei- 
na esterna del capside. Il quarto gene, v-src («v» sta 
per virale, «src» sta per sarcoma) codifica una protei- 
na nota come pp60Y-=5° («pp60» significa che essa È 
una fosfoproteina di 60 kD), che media la trasforma- 
zione della cellula ospite. v-src è stato quindi deno- 
minato oncogene (dal greco: onkos, massa 0 tumore). 

Qual è l'origine di v-src e qual è la sua funzione 
virale? Studi di ibridizzazione di Michael Bishop e 
di Harold Varmus, nel 1976, hanno portato alla note- 
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vole scoperta che cellule di pollo non infettate conten- 
gono un gene c-src («c» sta per cellulare) che è omolo- 
go a v-src (i due geni differiscono principalmente per 
il fatto che c-src è interrotto da sei introni, mentre 
v-src è ininterrotto). c-src è inoltre altamente conser- 
vato in una grande varietà di eucarioti che vanno, 
evoluzionisticamente parlando, dalla Drosophila al- 
l'uomo. Questa osservazione suggerisce fortemente 
che c-src, che è espresso in cellule normali come mo- 
strato da anticorpi diretti contro pp60"°", sia un ge- 
ne cellulare essenziale. Infatti, come vedremo oltre, 
sia pp60”s" che la sua controparte della cellula nor- 
male pp60°*° funzionano stimolando la prolifera- 
zione cellulare. Apparentemente, v-src è stato in ori- 
gine acquisito da una fonte cellulare mediante un pro- 
genitore inizialmente non trasformante di RSV. Man- 
tenendo la cellula ospite in uno stato proliferativo 
(le cellule non sono di solito uccise dall’infezione da 
parte di RSV) pp60"s" presumibilmente aumenta il 
ritmo di replicazione virale. i 


bi 


1 prodotti degli oncogeni virali mimano 
gli effetti di fattori di crescita polipeptidici 
e di ormoni 


[1691] Per capire come gli oncogeni possano sovverti- 
re i normali processi di divisione cellulare, dobbia- 
mo prima conoscere questi processi. La proliferazio- 
ne cellulare è stimolata da fattori di crescita poli- 
peptidici simili ad ormoni. Questi mitogeni (sostan- 
ze che inducono la mitosi), di cui i meglio caratteriz- 
zati sono il fattore di crescita dell’epidermide 
(EGF) e il fattore di crescita derivato dalle pia- 
strine (PDGF), si legano con alta affinità ai domini 
extracellulari di proteine recettoriali specifiche che 
attraversano la membrana cellulare di certi tipi cel- 
lulari (Fig. 33.69). Nel far ciò essi attivano i domini 
citoplasmatici dei recettori a fosforilare le rispettive 
proteine bersaglio che, a loro volta, sono considerate 
messaggeri intracellulari che stimolano la divisione 
cellulare tramite un meccanismo non ancora ben de- 
finito. 

Per esempio, il trasforming growth factor a (TGF- 
a), una proteina sintetizzata dalle cellule epiteliali 
e necessaria per la loro crescita, è prodotto in quanti- 
tà eccessiva nella pelle di individui affetti da psoria- 
si, una frequente malattia della pelle caratterizzata 
da iperproliferazione dell’epidermide. 

Molti recettori di fattori di crescita sono proteine 
chinasi tirosina-specifiche; esse cioè fosforilano 
gruppi OH specifici di Tvr delle loro proteine bersa- 
glio (Fig. 33.69). Bisogna notare che la maggior paîte 
delle proteine chinasi fosforilano specificamente re- 


sidui di Ser o Thr (ricordate per esempio che la fo- 
sforilasi chinasi fosforila la Ser 14 della glicogeno fo- 
sforilasi; paragrafo 17.3C); solo uno su 2000 residui 
amminoacidici fosforilati è Tyr. Ciò nonostante sta 
diventando sempre più evidente che la fosforilazio- 
ne in tirosina è di importanza basilare nella regola- 
zione di numerosi processi cellulari di base. Curiosa- 
mente, molte tirosina chinasi attivate fosforilano se 
stesse. Questa autofosforilazione stimola, per lo me- 
no in parecchi casi, ulteriormente l’attività tirosina 
chinasica di questi recettori attivati e mantiene quin- 
di lo stato di attivazione anche dopo la dissociazione 
del fattore di crescita. 

Ormoni come adrenalina e glucagone influenzano 
profondamente la fisiologia delle cellule bersaglio (pa- 
ragrafi 17.3E-G e 34.4A-B). Questi ormoni si legano 
a recettori specifici, stimolando quindi la adenilato 
ciclasi a catalizzare la formazione di cAMP, il secon- 
do messaggero che, in realtà, avvia la risposta cellu- 
lare all’ormone. I recettori ormonali, che si affaccia- 
no all’esterno della membrana cellulare, e la adenila- 
to ciclasi, che è localizzata sulla superficie citopla- 
smatica della membrana, sono proteine separate che 
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Figura 33.69 Il legame di EGF al dominio esterno del recettore di 
EGF attiva il suo dominio citoplasmatico dotato di attività proteina 
chinasica tirosina-specifica a fosforilare i residui di Tyr specifici dei 
substrati proteici del recettore. 
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Figura 33.70 Il ciclo di attivazione/inattivazione della adenilato cicia- 
si stimolato per via ormonale. (a) In assenza di ormone, la proteina 
G lega il GDP e la adenilato ciclasi è cataliticamente inattiva. (b) 
Il complesso ormone-recettore stimola la proteina G a scambiare il 
suo GDP legato con un GTP. (0) Il complesso proteina G-GTP, a 
sua volta, si lega alla adenilato ciclasi e la attiva quindi a produrre 
CAMP. (d) L'idrolisi alla fine catalizzata dalla proteina G del suo GTP 
legato a GDP determina la dissociazione della proteina G dalla ade- 
nilato ciclasi e quindi la inattivazione di quest'ultima. 


non interagiscono fisicamente. Esse sono piuttosto ac- 
coppiate da una proteina G (Fig. 33.70), così chia- 
mata in quanto lega specificamente GTP e GDP. La 
adenilato ciclasi è attivata dalla proteina G ma solo 
quando quest’ultima forma un complesso con GTP. 
La proteina G tuttavia idrolizza lentamente GTP a 
GDP +P; disattivando quindi se stessa. La proteina 
G è riattivata dalla reazione di scambio GDP-GTP che 
è catalizzata dal complesso ormone-recettore ma non 
dal recettore non occupato. La proteina G media quin- 
di il segnale ormonale. 
Questo processo è discusso più in particolare nel pa- 
ragrafo 34.4B. 

Le proteine codificate da molti oncogeni virali sono 
analoghi di vari fattori di crescita e componenti di 
sistemi ormonali. Per esempio: 


1. L’oncogene v-sis del virus del sarcoma di scim- 
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Adenilato 
ciclasi 


mia codifica una proteina secreta dalle cellule in- 


fette che è quasi identica a una delle due subuni- 


tà del PDGF. Quindi la crescita incontrollata delle 
cellule infettate dal virus del sarcoma di scimmia 
origina dalla presenza continua e inappropriata 
di questo omologo di PDGF. 

Quasi la metà degli oltre 20 retrovirus noti, com- 
preso v-src, codificano proteine chinasi tirosina- 
specifiche. L’oncogene v-erbB, infatti, codifica 
una versione tronca del recettore di EGF che 
è priva del dominio che lega EGF ma mantiene 
il segmento transmembrana e il dominio con at- 
tività proteina chinasica. Sembra probabile, quin- 
di, che le proteine chinasi codificate dagli oncoge- 
ni fosforilino in modo inappropriato le proteine 
bersaglio normalmente riconosciute dai recettori 
dei fattori di crescita, conducendo quindi le cellule 
ad uno stato di proliferazione illimitata. 
L’oncogene v-ras codifica una proteina, p21V75, 
che assomiglia ad una proteina G; essa è localiz- 
zata sul lato citoplasmatico della membrana cel- 
lulare delle cellule di mammifero dove attiva la 
adenilato ciclasi quando lega il GTP. Anche se 
p21‘”9 idrolizza GTP a GDP, lo fa molto più len- 
tamente delle proteine G. Il limite alla attivazio- 
ne dell’adenilato ciclasi che l’idrolisi di GTP im- 
pone sulle proteine G è quindi ridotto di molto 
in p21'”%; la conseguente attivazione continua 
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dell’adenilato ciclasi apparentemente agisce nella 
trasformazione della cellula. 

4. Anche se si conoscono parecchie proteine che 
sono fosforilate da proteine chinasi cellulari o co- 
dificate da oncogeni, non ne è stata ancora rico- 
nosciuta nessuna come messaggero intracellula- 
re in grado di avviare la divisione cellulare (an- 
che se alcune di queste proteine sono state impli- 
cate nella mediazione di altre proprietà peculiari 
alle cellule trasformate). Parecchi oncogeni re- 
trovirali, però, compresi v-jun e v-fos, codifica- 
no proteine nucleari i cui corrispondenti analo- 
ghi normali cellulari sono sintetizzati in risposta 
a segnali mitogenici. Molte di tali proteine, com- 
presi i prodotti genici di v:jun e v-fos, si legano 
al DNA, suggerendo che siano in grado di in- 
fluenzarne la trascrizione e/o replicazione. v.jun, 
infatti, è omologo all’80% al proto-oncogene (l’a- 
nalogo normale cellulare di un oncogene) c-jun, 
che codifica un fattore di trascrizione chiamato 
AP-1 (e ora chiamato anche Jun). Inoltre, 
Jun/AP-1 forma uno stretto complesso con il pro- 
dotto proteico del proto-oncogene c-fos che, co- 
me indicato da analisi della sequenza e studi di 
alterazioni dovute a mutazioni, è mediato da un 
leucine zipper (paragrafo 33.3B). Questa associa- 
zione aumenta grandemente la capacità di 
Jun/AP-1 di stimolare la trascrizione di geni ca- 
paci di rispondere a Jun. 


I prodotti degli oncogeni sembrano quindi essere com- 
ponenti funzionalmente modificati o espressi in mo- 
do inappropriato di complesse reti di controllo che 
regolano la crescita ed il differenziamento della cellu- 
la. La complessità di queste reti (le cellule general 
mente rispondono a svariati fattori di crescita, ormo- 
ni e fattori di trascrizione con modalità parzialmen- 
te sovrapposte) è probabilmente la ragione per cui 
la trasformazione maligna richiede parecchi eventi 
carcinogenetici indipendenti. i 


Forme maligne possono derivare 
da specifiche alterazioni genetiche 


Anche se molto di ciò che sappiamo sugli onco- 
geni deriva dallo studio degli oncogeni retrovirali, 
poche forme di cancro nell’uomo sono causate da re- 
trovirus. Ciò nonostante, sembra probabile che tutte 
le forme di cancro siano determinate da alterazioni 
genetiche. Robert Weinberg ha dimostrato che que- 
sto è il caso per fibroblasti di topo che siano stati 
trasformati da un cancerogeno noto: i fibroblasti nor- 
mali di topo in coltura sono trasformati in seguito 
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alla transfezione di DNA di cellule trasformate. Que- 
ste cellule appena trasformate, inoltre, una volta ino- 
culate nel topo danno tumori. Studi analoghi hanno 
mostrato che il DNA da una grande varietà di tumo- 
ri maligni ha una analoga capacità trasformante. 

Quale genere di modificazioni genetiche può dare 
origine al cancro? Sono stati osservati parecchi tipi 
di modificazione: 


1. Alterazione di proteine 


Un oncogene, come abbiamo visto, può dare ori- 
gine a un prodotto proteico dotato di una attività ano- 
mala relativamente a quella del corrispondente proto- 
oncogene. Questo può anche essere il risultato di una 
semplice mutazione puntiforme. Per esempio, Wein- 
berg, Michael Wigler e Mariano Barbacid hanno di- 
mostrato che l’oncogene ras isolato da cellule umane 
di carcinoma (un tipo di tumore che origina dalle 
cellule epiteliali) della vescica differisce dal suo cor- 
rispondente proto-oncogene (che si ritiene codifichi 
una proteina G) per la mutazione del codone di Gly 
12 (GGC) nel codone di Val (GTC). La modificazione 
di amminoacidi che ne risulta attenua l’attività 
GTPasica di p21°7*, senza influenzare evidente- 


Figura 33.71 La struttura ai raggi X della proteina del proto-oncogene 
umano p21°75 sotto forma di complesso con GDP (in giallo). Le re- 
gioni a elica e a struttura £ della proteina sono disegnate in rosso 
e in verde rispettivamente. | 18 residui C-terminali della proteina nati- 
va, che non hanno una funzione biochimica conosciuta e che si pen- 
sa siano flessibili, sono stati rimossi per facilitare la cristallizzazione 
della proteina. (Per gentile concessione di Sung-Hou Kim, University 
of California, Berkeley.) 
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mente la sua capacità di attivare l’adenilato ciclasi 
e prolungando quindi il periodo in cui questa protei- 
na G rimane attiva. Infatti le determinazioni ai raggi 
x, eseguite da Sung-Hou Kim, della struttura della 
p21°7% normale umana (Fig. 33.71) e della sua con- 
troparte oncogenica (Glv 12 — Val), entrambe co- 
me complesso con GTP, indicano che la mutazione 
altera principalmente la normale struttura proteica 
nelle vicinanze della sua presunta funzione GTPasi- 
ca. Anche altre mutazioni che attivano l’oncogene 
ras cambiano residui vicini a questo sito. È interes- 
sante notare che c-ras è il più comune proto-oncogene 
implicato nel cancro nell’uomo. 


2. Alterazione di sequenze regolatrici 


[694] La trasformazione maligna può derivare dal- 
l’espressione in quantità troppo alta di una proteina 
cellulare normale. L’oncogene retrovirale v-fos, per 
esempio, ed il suo corrispondente proto-oncogene 
c-fos codificano proteine simili. Questi geni differi- 
scono principalmente nelle loro sequenze regolato- 
rie: v-fos ha un enhancer efficiente mentre c-fos ha 
un segmento di 67 nucleotidi ricco in AT nella sua 
estremità 3‘ non espressa che, una volta trascritto, 
promuove la rapida degradazione dell’mRNA (para- 
grafo 33.3C). c-fos quindi può essere convertito a on- 
cogene mediante la delezione della sua estremità 3’ 
e l'aggiunta dell’enhancer di v-fos. 


3. Riarrangiamenti cromosomici 


[1695] Un oncogene può essere trascritto in modo inap- 
propriato se viene posto sotto il controllo di una se- 
quenza regolatoria estranea per riarrangiamento cro- 
mosomico. Carlo Croce, per esempio, ha trovato che 
il linfoma di Burkitt (il linfoma è una forma mali 
gna delle cellule del sistema immunitario), una for- 
ma di cancro dell’uomo, è caratterizzato da uno scam- 
bio di segmenti cromosomici in cui il proto-oncogene 
c-mvc è traslocato dalla sua posizione normale ad 
una estremità del cromosoma 8 all’estremità del cro- 
mosoma 14, in una zona adiacente ad alcuni geni delle 
immunoglobuline. Il gene c-myc fuori posto è quindi 
posto sotto il controllo trascrizionale delle sequenze 
regolatorie delle immunoglobuline, altamente attive 
nelle cellule del sistema immunitario. 

La conseguente sovrapproduzione del normale pro- 
dotto del gene c-myc (che codifica una proteina che 
lega il DNA il cui aumento transitorio è normalmen- 
te correlato con l’inizio della divisione cellulare) o, 
alternativamente, la sua produzione al momento sba- 
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gliato del ciclo cellulare, è apparentemente uno dei 
fattori principali della trasformazione della cellula. 


4. Amplificazione genica 


1696] L’eccessiva espressione di un oncogene può av- 
venire anche quando l’oncogene viene replicato più vol- 
te, sia come copie cromosomiche sequenzialmente ri- 
petute sia come particelle extracromosomiche. L’am- 
plificazione del gene c-mpc, per esempio, è stata os- 
servata in numerosi tipi di cancro nell’uomo. L’am- 
plificazione genica è di solito una condizione geneti 
ca instabile che può essere mantenuta solo sotto una 
forte pressione selettiva come quella imposta dai far- 
maci (paragrafo 33.2D). Non è noto come venga sta- 
bilmente mantenuta l'amplificazione degli oncogeni. 


5. Inserzione virale in un cromosoma 


[1697] L’espressione inappropriata di un oncogene può 
derivare dall’inserzione di un genoma virale in un 
cromosoma cellulare in modo tale che un proto- 
oncogene venga posto sotto il controllo trascrizionale 
di una sequenza regolatoria finale. Per esempio, il 
virus della leucosi aviaria, un retrovirus che è pri- 
vo di oncogeni ma che comunque è in grado di in: 


durre linfomi nei polli, ha un sito di inserzione cro-, 


mosomica vicino a c-myc. Anche alcuni virus tumo- 
rigeni a DNA trasformano le cellule in questo modo. 


6. Perdita o inattivazione di anti-oncogeni 

[1698] L'alta incidenza di particolari tipi di cancro in 
alcune famiglie suggerisce che vi sia una predisposi- 
zione genetica verso questa malattia. Un esempio ecla- 
tante di questo fenomeno è dato dal retinoblasto- 
ma, un tumore della retina in via di sviluppo che 
colpisce quindi solo lattanti e bambini piccoli. La prole 
di individui sopravvissuti al retinoblastoma ha un’al- 
ta probabilità di sviluppare tanto questa forma tu- 
morale quanto svariati altri tipi di forme maligne. 
Il retinoblastoma, infatti, è associato con l’eredità di 
una copia del cromosoma 13 da cui risulta deleto un 
particolare segmento. Il retinoblastoma si sviluppa, 
come ha spiegato per primo Alfred Knudson, trami- 
te la mutazione somatica di un retinoblasto (un pre- 
cursore delle cellule della retina) che provoca l’alte- 
razione dello stesso segmento della seconda, fino ad 
allora normale, copia del cromosoma 13. Questo di- 
pende dal fatto che il cromosoma affetto contiene un 
gene, il gene Rb, che codifica un fattore che in qual- 
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che modo limita la proliferazione cellulare illimitata; 
il prodotto del gene Rb, cioè, agisce come un soppres- 
sore del tumore. Il gene Rb viene quindi classificato 
come un anti-oncogene. Esso codifica una proteina 
di 105 KD che lega il DNA e che si trova nel nucleo 
delle cellule normali della retina ma non è presente 
nelle cellule di retinoblastoma. La funzione specifica 
di questa proteina deve essere ancora determinata 
anche se, presumibilmente, essa è coinvolta nella re- 
golazione dell’espressione genica. Una buona indica- 
zione che questo sia, infatti, il caso viene da cellule 
che siano state trasformate con adenovirus. In que- 
ste cellule il prodotto proteico dell’oncogene virale 
E1A, che non lega il DNA, forma un complesso spe- 
cifico con la proteina Rb e quindi la inattiva. Un al- 
tro modo, quindi, in cui un oncogene può determina- 
re l’insorgenza di un tumore è tramite l’inattivazione 
dei prodotti di normali anti-oncogeni cellulari. 


Il gene soppressore del tumore P53 
è coinvolto nella sindrome di Li-Fraumeni 


1699] Individui sofferenti della rara malattia eredita- 
ria nota come sindrome di Li-Fraumeni (LFS) so- 
no estremamente suscettibili all’insorgenza di nume- 
rosi tumori maligni, in particolare il cancro della 
mammella, che spesso si sviluppano prima dei tren- 
ta anni. I tumori familiari sono nella maggior parte 
dei casi associati con dei geni soppressori del tu- 
more (anti-oncogeni) come il gene del retinoblasto- 


RIASSUNTO DEL CAPITOLO 


ma (Rb). Il gene Rb, però, non è un buon candidato 
per la mutazione della linea germinale che si riscon- 
tra nella LFS dato che non si è osservato il retinobla- 
stoma in individui affetti da LFS. Il secondo gene sop- 
pressore del tumore ad essere identificato è stato ps53; 
le mutazioni di questo gene che abbiano come risul 
tato la sua inattivazione determinano molti dei tu- 
mori che si osservano nelle famiglie LFS (p53 è una 
fosfoproteina nucleare che è coinvolta nella regola- 
zione negativa del ciclo cellulare). Sono state infatti 
dimostrate in tutte e cinque le famiglie LFS analizza- 
te delle mutazioni a carico del gene p53 nella linea 
germinale. Delle alterazioni del gene p53 quindi si 
verificano non solo come mutazioni somatiche nel 
cancro dell’uomo ma anche come mutazioni della li- 
nea germinale nelle famiglie portate a sviluppare un 
cancro. 

Mutazioni che alterino normali prodotti genici, che 
causino riarrangiamenti e delezioni cromosomiche, e 
forse anche amplificazione genica, possono essere tutte 
il risultato dell’azione di agenti cancerogeni sul DNA 
cellulare. Quindi, cellule normali portano i semi della 
propria trasformazione cancerosa. Fino ad ora sono 
stati identificati circa 40 oncogeni virali e cellulari. 
Sembra quindi probabile che solo un numero relati- 
vamente piccolo di geni e forse ancora più piccolo 
di meccanismi molecolari generali sia coinvolto nel- 
l’oncogenesi. La caratterizzazione di questi geni e dei 
processi cellulari che essi sconvolgono dovrebbe con- 
durre all’elaborazione di terapie anticancro disegna- 


* te in modo razionale. 


[1700] La cromatina degli eucarioti è formata da DNA, 
RNA e proteine, la maggior parte delle quali sono gli 
istoni, proteine altamente conservate. La cromatina 
è strutturalmente organizzata in maniera gerarchi- 
ca. Nel primo livello di organizzazione della cromati- 
na —200 paia di basi sono avvolte due volte intorno 
a un ottamero di istoni, (H2A)x(H2B)x(H3):(H4),, per 
formare un nucleosoma. Ogni nucleosoma è associato 
con una molecola di istone H1. I nucleosomi si forma- 
no sul filamento ritardato di DNA con un processo 
che può essere mediato dalla proteina nucleoplasmi- 
na. Nel secondo livello di organizzazione della croma- 
tina, i filamenti di nucleosomi si avvolgono in un fi- 
lumento spesso 300 À che probabilmente contiene 6 


nucleosomi per giro. Quindi, nel terzo e finale livello 
di organizzazione della cromatina il filamento spes- 
so 300 À forma anse radiali lunghe da 15 a 30 um 
che emergono dall’asse del cromosoma in metafase. 

Questo rende conto del rapporto di condensazione 
>8 000 del cromosoma in metafase. Le larve di alcu- 
ni ditteri, compresa la Drosophila, presentano cromo- 
somi politenici bandeggiati, che sono formati da un 
massimo di 1024 filamenti identici di DNA disposti 
in parallelo. Le bande, come mostrato da ibridizza- 
zione in situ, corrispondono alle unità di trascrizione 
dei cromosomi. 

La complessità di un campione di DNA può essere 
determinata mediante il suo ritmo di rinaturazione 
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per mezzo dell’analisi della curva Cot. Il DNA degli 
eucarioti ha curve Cot complesse che derivano tanto 
dalla presenza di sequenze uniche, moderatamente 
ripetute e altamente ripetute, quanto dalla presenza 
di sequenze ripetute invertite. La funzione delle se- 
quenze ripetute invertite, che formano strutture ri- 
piegate su se stesse, È ignota. Le sequenze altamente 
ripetute, che sono presenti nelle regioni di eterocro- 
matina vicine ai centromeri dei cromosomi, probabil- 
mente servono ad allineare i cromosomi omologhi du- 
rante la meiosi e/o a facilitare la loro ricombinazio- 
ne. I DNA moderatamente ripetitivi hanno per la mag- 
gior parte funzioni ignote; molti di essi potrebbero 
semplicemente essere DNA «egoista». I geni che codifi- 
cano rRNA e tRNA sono organizzati in raggruppa- 
menti ripetuti in tandem. rDNA si condensa forman- 
do i nucleoli, la sede della trascrizione di rRNA ad 
opera della RNA polimerasi I e del parziale assem- 
blaggio dei ribosomi. L’RNA 5S e i tRNA sono tra- 
scritti al di fuori dei nucleoli dalla RNA polimerasi 
IIL I geni che codificano gli istoni, che sono richiesti 
in grandi quantità solo durante la fase S del ciclo 
cellulare, sono gli unici geni ripetuti che codifichino 
delle proteine. L’identità di una serie di geni ripetuti 
è probabilmente mantenuta tramite crossing over ine- 
guale e/o conversione genica. Molte famiglie di geni 
che codificano proteine correlate sono raccolte in fa- 
miglie geniche. Nei mammiferi i raggruppamenti dei 
geni che codificano le subunità a e 6 e tipo a e B del- 
l’emoglobina si trovano su cromosomi separati. ‘Ciò 
non di meno tutti i geni della globina dei vertebrati 
hanno la stessa struttura in quanto a introni ed eso- 
ni: tre esoni separati da due introni. I geni che codifi- 
cano le proteine moderne hanno, probabilmente, avuto 
origine dall’assemblaggio di esoni durante la ricom- 
binazione, così che gli introni moderni sarebbero ciò 
che rimane di un processo che ha facilitato l’evoluzio- 
ne delle proteine. Questo si può vedere bene nella strut- 
tura della piruvato chinasi del muscolo di pollo i cui 
10 esoni codificano ciascuno un elemento distinto del- 
la struttura secondaria della proteina. Analogamen- 
te, molti dei segmenti polipeptidici codificati dai 18 
esoni del recettore delle LDL sono omologhi a segmen- 
ti presenti in parecchie altre proteine. La scarsità di 
introni nei geni degli organismi inferiori probabilmente 
riflette il maggiore vantaggio selettivo che l’efficienza 
metabolica conferisce loro, rispetto agli organismi su- 
periori. Negli organismi superiori gli introni possono 
servire a proteggere gli esoni di famiglie geniche dal- 
l’eliminazione per crossing over ineguale. Le talasse- 
mie sono malattie ereditarie causate dal difetto gene- 
tico della sintesi dell'emoglobina. La maggior parte 
delle talassemie a sono provocate dalla delezione di 
uno o più geni della a-globina, mentre la maggior parte 
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delle talassemie 8 derivano da mutazioni puntiformi 
che influenzano la trascrizione o le modificazioni post- 
trascrizionali degli mRNA della B-globina. 

La eterocromatina può essere suddivisa in eterocro- 
matina costitutiva, che non è mai trascrizionalmente 
attiva, e in eterocromatina facoltativa, la cui attività 
varia in modo tessuto-specifico. I corpuscoli di Barr 
delle cellule delle femmine dei mammiferi rappresen- 
tano una forma comune di eterocromatina facoltati- 
va: uno dei due cromosomi X della cellula è perma- 
nentemente condensato e trasmette il suo stato di inat- 
tività alla sua progenie, forse mediante il manteni- 
mento della metilazione. La cromatina attiva, per con- 
tro, ha una struttura relativamente aperta che la ren- 
de accessibile al macchinario della trascrizione. Due 
esempi ben caratterizzati di cromatina trascrizional- 
mente attiva sono i puff cromosomici che emergono 
da singole bande dei cromosomi politenici e dei cro- 
mosomi a spazzola degli oociti degli anfibi. La sintesi 
proteica differenziale caratteristica delle cellule di un 
organismo multicellulare origina in gran parte dalla 
trascrizione selettiva dei geni espressi. La cromatina 
trascrizionalmente attiva è più suscettibile alla dige- 
stione con nucleasi della cromatina non trascritta. 
Questa sensibilità alla nucleasi sembra essere promos- 
sa dalla presenza di proteine non istoniche quali HMG 
14 e 17, anche se queste proteine non sono tessuto- 
specifiche. I geni attivi hanno anche siti ipersensibili 
alla nucleasi che sono localizzati nelle regioni del DNA 
prive di nucleosomi. L’ipersensibilità alla nucleasi è 
conferita al DNA dal legame di proteine specifiche che, 
presumibilmente, rendono il gene accessibile alle pro- 
teine che mediano l’inizio della trascrizione, della re- 
plicazione e della ricombinazione. L'espressione di geni 
cellula-specifica è mediata dagli elementi enhancer e 
promotore del gene. Una cellula, di conseguenza, deve 
possedere fattori di trascrizione specifici che ricono- 
scano questi elementi genici. Per esempio, Spi si lega 
alla GC box che precede molti geni. Analogamente, 
gli ormoni steroidei si legano al rispettivo recettore 
che, a sua volta, si lega ad enbancer specifici, modu- 
lando così la loro attività trascrizionale. I fattori di 
trascrizione hanno due domini, un dominio che lega 
il DNA mirando a una sequenza specifica, ed un do- 
minio di attivazione che interagisce con la proteina 
bersaglio del fattore di trascrizione in modo grossola- 
namente non specifico tramite una regione dalla su- 
perficie carica negativamente. Si ritiene che il legame 
cooperativo al DNA di svariati fattori di trascrizione 
stimoli il legame della RNA polimerasi II al corrispon- 
dente sito di inizio della trascrizione. Tali processi 
possono essere mediati da interazioni DNA-proteine 
che coinvolgono zinc finger e da associazioni proteine- 
proteine promosse da leucine zipper. Altre forme di 
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espressione genica selettiva coinvolgono l’uso in un 
singolo gene di siti di inizio alternativi, la selezione 
di siti di splicing alternativi, la possibile regolazione 
della traslocazione di mRNA attraverso la membra- 
na nucleare, il controllo della degradazione del mRNA, 
il controllo del ritmo di inizio della traduzione e la 
selezione di vie alternative di modificazione postra- 
duzionale. 

L’embriogenesi avviene in quattro stadi: segmenta- 
zione, gastrulazione, organogenesi e maturazione e 
crescita. Una delle caratteristiche peculiari dello svi- 
luppo embrionale è la capacità delle cellule di orien- 
tarsi progressivamente ed irreversibilmente verso li- 
nee specifiche di sviluppo. I segnali che danno il via 
ai cambiamenti di sviluppo, che vengono riconosciuti 
anche attraverso distanze evoluzionistiche molto gran- 
di, possono essere trasmessi mediante contatti inter- 
cellulari diretti o tramite gradienti di sostanze rila- 
sciate da altre cellule embrionali. I segnali di svilup- 
po agiscono in modo combinatorio; ilidestino ontoge- 
netico, cioè, di un dato tessuto è determinato da pa- 
recchi stimoli di sviluppo non necessariamente unici. 
Nella Drosophila le prime fasi dello sviluppo embrio- 
nale sono guidate dai geni dell’effetto materno la cui 
distribuzione determina il sistema di coordinate spa- 
ziali dell'embrione. I geni della segmentazione, che so- 
no attivati prima della formazione del blastoderma, 
codificano il numero e la polarità dei segmenti corpo- 
rei della larva e dell’adulto. I geni omeotici, le cui mu- 
tazioni trasformano una parte del corpo in un’altra, 
regolano quindi il differenziamento dei singoli segmen- 
ti. Molti di questi geni regolatori, che sono espressi 
selettivamente nei tessuti embrionali di cui controlla- 
no lo sviluppo, hanno una sequenza di basi comune, 
l’omeobox, che codifica un segmento polipeptidico di 
60 residui. Si ritiene che le proteine codificate da que- 
sti geni regolatori agiscano come repressori e/o fattori 
di trascrizione nell’espressione selettiva di proteine ti- 
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piche di un certo momento dello sviluppo. Le omeo- 
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PROBLEMI 
(1701 


1. Qual è il rapporto di condensazione massimo possi- 
bile di un segmento di DNA di 105 bp e di un seg- 
mento di DNA di 10° bp? Assumete che il DNA sia 
un cilindro di 20 À di diametro con una lunghezza 
lineare di 3,4 À/bp. x 


2. Quando un minicromosoma di $V40 (un DNA a dop- 
pia elica circolare e chiuso, sotto forma di complesso 
con i nucleosomi) si rilassa in modo da formare un 
cerchio non distorto ed è successivamente privato 
delle proteine, il DNA circolare chiuso che si ricava 
ha circa — 1 giro di superelica per ciascuno dei nu- 
cleosomi rispetto a quanto aveva in origine. Spiegate 
la discrepanza tra questa osservazione e il fatto che 
il DNA di ciascun nucleosoma si avvolge quasi due 
volte intorno al suo ottamero di istoni con una supe- 
relica sinistrorsa. 


3. Spiegate perché i polipeptidi acidi come il poliglu- 
tammato facilitano l’assemblaggio in vitro dei nucleo- 
somi. 


*4. Considerate una molecola di DNA di 1 milione di 
bp che abbia 1500 sequenze di 400 bp ripetute in 
tandem, tenendo presente il DNA costituito da se- 
quenze uniche. Disegnate la curva Cot di questo 
DNA dopo la sua scomposizione in pezzi di — 1000 
bp di lunghezza; e di —100 bp di lunghezza. 


5. Perché le strutture che si ripiegano su se stesse, una 
volta che vengono isolate, trattate con una endonu- 
cleasi che digerisce solo DNA a singola elica e quindi 
denaturate, danno curve Cpt complesse? 


6. Durante il periodo di maturazione, che dura due mesi, 
l’oocita di Xenopus sintetizza 10! ribosomi. Il rit- 
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mo di sintesi di rRNA è possibile solo perché la nor- 
male dotazione genomica di rDNA è stata amplifica- 
ta di 1500 volte. (a) Perché non è analogamente ne- 
cessario amplificare i geni che codificano le proteine 
ribosomiali? (b) Se l'amplificazione dei geni per rRNA 
avviene in un breve periodo all’inizio del periodo 
di maturazione, quanto dovrebbe durare l’oogenesi 
se il rDNA non fosse amplificato? 


i 


. Hb Kenya è una talassemia 8 in cui il raggruppa- 
mento dei geni della 8-globina è stato deleto a parti- 
re da un punto nel gene della 4y-globina fino alla 
posizione corrispondente nel gene della f8-globina. 
Descrivete il meccanismo più probabile che può aver 
generato questa mutazione. 


Sa 


La Fig. 33.45a mostra una banda singola giusto so- 
pra la regione in parentesi che aumenta di densità 
con l’aumento della concentrazione di Spi. Qual è 
l'origine di questa banda? 


nei 


Perché i rari esempi di gatti marezzati tricolori ma- 
schi hanno tutti il genotipo anormale XXY? 


10. Nella Drosophila un individuo omozigote esc” si svi- 
luppa normalmente a meno che anche sua madre 
sia un omozigote esc”. Spiegate il perché. 


11. Iretrovirus che portano oncogeni infetteranno le cel- 
lule del corrispondente animale ospite ma di solito 
non le trasformeranno. Questi retrovirus però tra- 
sformeranno prontamente cellule immortalizzate de- 
rivate dallo stesso organismo. Spiegate il perché. 


12. La fusione di cellule cancerose con cellule normali 


spesso sopprime l’espressione del fenotipo tumori- 
genico. Spiegate il perché. 
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Fisiologia 
molecolare 


1. La coagulazione del sangue 
A. Il fibrinogeno e la sua conversione a fibrina 
B. L'attivazione della trombina e la funzione della vitamina K 
C. La via intrinseca 
D. La via estrinseca 
E. Il controllo della coagulazione 
F. La lisi del coagulo 


2. l'immunità 
A. La risposta immunitaria 
B. La struttura degli anticorpi 
C. La generazione della diversità degli anticorpi 
D. 1 recettori per l’antigene dei linfociti T 
E. Il complesso di maggiore istocompatibilità 
F. Il sistema del complemento 


3. La motilità: muscoli, cigli e flagelli 
A. La struttura del muscolo striato 
Il meccanismo della contrazione muscolare 
. Il controllo della contrazione muscolare 
. Il muscolo liscio 
La actina e la miosina nelle cellule non muscolari 


Il movimento ciliare e il trasporto vescicolare 


1 REL CE ca 


. 1 flagelli dei batteri 


4. Comunicazioni biochimiche: gli ormoni e la neurotrasmissione 
A. Il sistema endocrino 
B. | secondi messaggeri 


C. La neurotrasmissione 


1702] In questo libro ci siamo ampiamente occupati 


di questioni biochimiche di base, quali: qual è la strut- 
tura delle molecole biologiche? Come funzionano gli 
enzimi? Come fanno le cellule a ricavare energia dai 
nutrienti? Come sintetizzano le biomolecole? Come 
sono controllati questi diversi processi? Tuttavia, per 
descrivere processi biologici oltre il livello della sin- 
gola cellula dobbiamo cercare di capire come gli or- 
ganismi superiori distribuiscono i vari compiti bio- 
chimici tra i loro tessuti specializzati, e come vengo- 
no coordinate le attività di questi tessuti. La defini 
zione di questi complicati processi è stata tradizio- 
nalmente il regno della fisiologia (lo studio della fun- 
zione biologica), della biologia cellulare (lo studio della 
struttura cellulare) e dell’anatomia (lo studio della 
struttura dell’organismo), ma la loro descrizione a 
livello molecolare sembrava un miraggio. I recenti 
notevoli progressi nel campo della conoscenza bio- 
medica e della tecnologia hanno tuttavia di molto sfu- 
mato i confini tra queste discipline e la biochimica. 
In quest’ultimo capitolo quindi ci occuperemo di «fi- 
siologia molecolare», intesa come lo studio delle basi 
molecolari della funzione biologica. In particolare, in 
quelli che in realtà sono minicapitoli indipendenti, 
prenderemo in considerazione il funzionamento di 
quattro tra i sistemi biochimici complessi meglio ca- 
ratterizzati, e cioè quelli che mediano (1) la coagula- 
zione del sangue, (2) l'immunità, (3) la motilità biolo- 
gica, e (4) le comunicazioni biochimiche. Prendete 
questi paragrafi come il «dessert» di questo libro di 
testo, una indicazione della capacità, in evoluzione 
sempre più rapida, della moderna biochimica di spie- 
gare e influenzare le funzioni di organismi multicel- 
lulari. Ci sono, naturalmente, numerosi altri sistemi 
fisiologici che avremmo egualmente potuto scegliere 
di descrivere. 
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1. LA COAGULAZIONE DEL SANGUE 


1703] Il sistema circolatorio deve essere autosigillan- 
te, altrimenti la continua perdita di sangue anche dal- 
la più piccola ferita metterebbe l’organismo in perico- 
lo di morte. Normalmente tutte le emorragie, tranne 
la più imponente, si fermano rapidamente attraver- 
so una serie di processi sequenziali: un fenomeno 
chiamato emostasi. Per prima cosa, un trauma sti- 
mola le piastrine (cellule ematiche non pigmentate 
e prive di nucleo, in realtà frammenti di progenitori 
molto più grandi chiamati megacariociti) ad aderi- 
re ai vasi sanguigni'‘danneggiati e poi ad associarsi 
l'una con l’altra così da formare una barriera in gra- 
do di fermare emorragie minori. Questa associazio- 
ne è mediata dal fattore di von Willebrandt, una 
glicoproteina plasmatica multimerica molto grossa (fi- 
no a 10* kD) costituita da subunità di 225 kD. Que- 
sta proteina si lega sia ad un recettore specifico sulle 
membrane piastriniche, sia al collageno sia, proba- 
bilmente, ad altri componenti della membrana sot- 
toendoteliale, resi accessibili dal trauma. Mentre ag- 
gregano, le piastrine rilasciano numerose sostanze fi- 
siologicamente attive tra cui serotonina (5-idrossitrip- 
tammina) e tromboxano A. (paragrafo 23.7B) che sti- 
molano la vasocostrizione, riducendo quindi il flusso 
ematico nella zona traumatizzata. Infine, le piastri- 
ne aggreganti e il tessuto danneggiato iniziano il pro- 
cesso di coagulazione, la maggior difesa dell’orga- 
nismo contro le perdite di sangue. In questo para- 
grafo discuteremo i meccanismi chimici della coagu- 
lazione, di come essa sia inibita in assenza di trauma 
e di come vengano eliminati i coaguli a mano a ma- 
no che la ferita rimargina. 

Un coagulo (chiamato trombo in linguaggio medi- 
co) si forma come risultato di una cascata biforcata 
di reazioni proteolitiche che richiedono la partecipa- 
zione di quasi 20 diverse sostanze, in gran parte gli- 
coproteine plasmatiche sintetizzate dal fegato. Que- 
sta cascata è illustrata nella Fig. 34.1 e molti suoi com- 
ponenti sono elencati nella Tabella 34.1. Di questi fat- 
tori tutti, tranne due, sono contrassegnati sia da un 
numero romano che da un nome, sebbene, sfortuna- 
tamente, l’ordine dei numeri romani abbia un signi- 
ficato storico più che di cronologia dell’attivazione. 
Sette tra i fattori della coagulazione sono zimogeni 
(forme inattive) di serina proteasi che vengono a lo- 
ro volta proteoliticamente attivati da serina proteasi 
a monte nella cascata. Altre proteine, chiamate fat- 
tori accessori, che pure sono attivate da queste seri- 
na proteasi, aumentano il ritmo di attivazione di al- 
cuni degli zimogeni. In entrambi i casi, la forma atti- 
va di un fattore è designata con la lettera a ad apice. 


Tabella 34.1 Fattori del sistema di coagulazione del san- 
gue nell'uomo 


Numero gr i: 


Noffie comunemente usato Massa Gela 


del fattore subunità (kD) 
I Fibrinogeno 340 
Il Protrombina 72 
HI Fattore tissutale 0 tromboplastina 37 
IV Cat* 
Via Proaccelerina 330 
VII Proconvertina 50 
VIII Fattore antiemofilico 330 
IX Fattore di Christmas 56 
X Fattore di Stuart 56 
XI Antecedente della tromboplastina 
plasmatica (PTA) 160 
XII Fattore di Hageman 80 
XHI Fattore stabilizzante la fibrina 320 
Precallicreina 88 
Chininogeno ad alto peso 
molecolare (HMK) 150 


* Il fattore V, era un tempo chiamato fattore VI; non c'è di conseguenza un 
fattore VI. 


Reso principalmente da: FURIE, B. e FuRIE, B.C., Cell, 53, p. 505, 
1988. 


Il sistema di coagulazione, che è presente in tutti 
i vertebrati in forma riconoscibile, contiene numero- 
se serina proteasi omologhe che ne suggeriscono la 
formazione attraverso una serie di duplicazioni ge- 
niche. I circa 250 residui C-terminali di queste pro- 
teasi, che ne includono il sito catalitico, sono anche 
omologhi alle serina protesi pancreatiche tripsina, chi- 
motripsina ed elastasi (paragrafo 14.3). Come questi 
enzimi digestivi, anche le proteasi del sistema di coa- 
gulazione sono attivate da tagli proteolitici precedenti 
i loro segmenti C-terminali (paragrafo 14.3E). Le pro- 
teasi del sistema di coagulazione tuttavia differisco- 
no dagli enzimi digestivi per il fatto che la conver- 
sione da zimogeno a proteasi ha luogo solo in pre- 
senza di Ca°* e su di una appropriata membrana 
fosfolipidica (vedi più avanti), e che i frammenti 
N-terminali risultanti sono abbastanza lunghi (150-582 
residui) e legati, con l’eccezione della protrombina 
(paragrafo 34.1B), per mezzo di ponti disolfuro ai ri- 
spettivi segmenti C-terminali, così da non essere se- 
parati dopo attivazione. Questi segmenti N-terminali 
sono ritenuti responsabili, almeno in parte, della ri- 
gorosa specificità dei fattori proteolitici del sistema 
di coagulazione: i loro substrati sono limitati, come 
vedremo, ai pochi fattori inattivi che essi sono desti- 
nati ad attivare. 
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Figura 34.1 È schematizzata la cascata del sistema di coagulazione 
del sangue nell'uomo, con la divisione in via intrinseca e via estrinse- 
ca. La nomenclatura dei fattori di coagulazione segue.la Tabella 34.1. 
I fattori di coagulazione attivati, che con l'eccezione della fibrina 50- 
no serina proteasi, sono indicati in rosso, mentre le frecce rosse rap- 
presentano i processi di attivazione per proteolisi che essi operano 
su altri fattori della cascata. Analogamente, i fattori accessori attivati, 
compresi Ca°* e le membrane fosfolipidiche (PL), sono indicati in 
verde. Notate le numerose reazioni a feedback che accelerano il pro- 
cesso di coagulazione e/o accoppiano le vie intrinseca ed estrinseca. 


Nei paragrafi seguenti descriveremo il meccanismo 
della coagulazione nell’uomo a partire dal fondo, ini 
ziando cioè con la formazione del coagulo stesso e 
procedendo a ritroso attraverso i vari stadi successi- 
vi che portano a questo risultato. 


a 


Fibrinogeno 


Fibrina 
(coagulo morbido) 


Fibrina 


(coagulo duro) 


A. Il fibrinogeno 
e la sua conversione a fibrina 


[04] Il coagulo è costituito da una moltitudine di mo- 
lecole di fibrina intrecciate in modo da formare una 
rete fibrosa insolubile (Fig. 34.2). La fibrina deriva 
dalla proteina plasmatica solubile fibrinogeno (fat- 
tore I) attraverso una reazione proteolitica cataliz- 
zata dalla serina proteasi trombina. Il fibrinogeno 
costituisce dal 2 al 3% delle proteine plasmatiche. Una 
molecola di fibrinogeno è costituita da tre paia di 
catene polipeptidiche non identiche ma omologhe, 
A@ (di 610 residui), B8 (di 461 residui) e y (di 411 
residui), e da due paia di oligosaccaridi di circa 2,5 
kD ciascuno, legati con un legame N-glicosidico. In 
questo caso A e B rappresentano i fibrinopeptidi 
N-terminali di 16 e 14 residui amminoacidici che la 
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Figura 34.2 Fotografia al microscopio elettronico a scansione di un 
coagulo in cui un globulo rosso è avvolto in una rete di fibrina. (Man- 
fred Kaga/Peter Arnold Inc.) ‘ 


(0) 


Figura 34.3 Il fibrinogeno. (a) Una fotografia al microscopio elettroni- 
co. (5) Un modello, a 30 À di risoluzione, visto lungo l’asse di rota- 
zione simmetrica della molecola. Le sfere chiare rappresentano delle 
protuberanze che si osservano in immagini del fibrinogeno ricavate 
dalla combinazione di microscopia elettronica e diffrazione dei raggi 
X a bassa risoluzione. (Per gentile concessione di John Weisel, Uni- 
versity of Pennsylvania.) 


trombina taglia dal fibrinogeno; il monomero di fi- 
brina è quindi indicato come a262y:. La reazione con 
cui il coagulo deriva dal fibrinogeno può essere quindi 
così rappresentata 


nA+nB 


n(A0) ot BB)aY2 noasBoYa—+ (098972) 


Studi al microscopio elettronico e cristallografia ai 
raggi X a bassa risoluzione mostrano il fibrinogeno 
come una molecola allungata di — 450 À, costituita 
da due porzioni simmetriche con due strutture no- 
dulari a ciascuna estremità ed una in mezzo (Fig. 
34.3). Le sue sei catene polipeptidiche sono unite da 
17 ponti disolfuro, 7 all’interno di ciascuna metà del 
dimero e 3 che legano questi due protomeri (Fig. 
34.4). Indicazioni strutturali e predizioni sulla con- 
formazione elaborate in base all’analisi della sequen- 
za suggeriscono per la regione centrale di ogni pro- 
tomero una struttura superavvolta di tre a-eliche, di 
cui le catene a, 8 e y costituiscono ciascuna un com- 
ponente (Fig. 34.5). Le strutture nodulari periferiche 
della Fig. 34.3 sono costituite dalle regioni C-terminali 
delle catene 6 e y. Il segmento C-terminale della cate- 
na a manca apparentemente di una struttura defini- 
ta, per cui non è rappresentato nella Fig. 34.3. Come 
polimerizza la fibrina per formare il coagulo? La 
trombina taglia specificamente il legame Arg-X (do- 
ve X in molte specie è Gly) che unisce ciascun fibri- 
nopeptide alla fibrina. La fibrina quindi si aggrega 
spontaneamente formando fibre che mostrano al mi- 
croscopio elettronico una struttura striata che si ri- 
pete ogni 225 À (Fig. 34.6). Questa distanza regolare 
corrisponde esattamente alla metà della lunghezza 
di un monomero di fibrina, cioè di 445 À, suggeren- 
do una associazione dei monomeri di fibrina per file 
sfasate di metà molecola (Fig. 34.7). 
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Figura 34.4 Una rappresentazione schematica della struttura del fibri- 
nogeno, (Ac:)3(B8)272, in cui i ponti disolfuro intercatena sono indi- 
cati con linee gialle. 
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Figura 34.5 La struttura del fibrinogeno ipotizzata sulla base di studi 
strutturali a bassa risoluzione, di determinazioni della struttura prima- 
ria e di predizioni del ripiegamento delle catene. | cosiddetti anelli 
disolfuro sono regioni che contengono tre legami disolfuro che lega- 
no in cerchio i segmenti omologhi delle catene a, 8 e y. | polisaccari- 
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Fibrinogeno 


Trombina 


| 
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Figura 34.7 Modello che illustra la conversione del fibrinogeno in 
coagulo di fibrina, in cui è indicato l'arrangiamento sfalsato di mezza 
molecola dei suoi monomeri di fibrina. Nei coaguli «morbidi» i mo- 
nomeri di fibrina si associano solo con interazioni non covalenti tra 
le protuberanze a e b, che sporgono dalla catena y della fibrina, e 
i loro siti di legame complementari, che vengono esposti dall’escis- 


Anello 
disolfuro 


[04 


di legati con legame N-glicosidico sono rappresentati da esagoni pie- 
ni. Sono indicati anche i legami Arg-Gly che vengono digeriti dalla 
trombina nel processo di attivazione in fibrina. (Dall’illustrazione di 
copertina, Annu. N. Y. Acad. Sci., 408, 1983.) 


Figura 34.6 Fotografia al microscopio elettronico di una fibra di fibri- 
na. Le striature si ripetono ogni 225 À, cioè la metà esatta della lun- 
ghezza di una molecola di fibrina. (Per gentile concessione di John 
Weisel, University of Pennsylvania.) 


segmenti di | 
fibra ripetuti 


sione dei fibrinopeptidi A e B. Nei coaguli «duri», però, i monomeri 
di fibrina sono anche legati covalentemente da legami isopeptidici 
tanto tra i segmenti C-terminali delle catene y di molecole adiacenti 
(linee rosse) quanto tra i segmenti sporgenti delle catene a (non indi- 
cati). (Fonte: Weiser, ].W., Biophys. /., 50, p. 1080, 1986.) 
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Perché, però, i monomeri di fibrina si aggregano 
mentre il fibrinogeno, che ha una struttura quasi 
identica, rimane in soluzione? La ragione principale 
è che la perdita dei fibrinopeptidi espone dei siti, 
altrimenti mascherati, che mediano l’associazione in- 
termolecolare (Fig. 34.7). Inoltre, l'aggregazione del 
fibrinogeno è inibita da repulsione tra gruppi che 
esibiscono la stessa carica. I fibrinopeptidi, infatti, 
hanno una elevata carica negativa, a tal punto che 
la regione centrale del fibrinogeno, dove essi risiedo- 
no, ha una carica di — 8, mentre quella della stessa 
regione nella fibrina è +5. I segmenti laterali del 
fibrinogeno hanno ciascuno una carica simile, —4, 
ma mantengono la stessa carica anche nella fibrina. 
La repulsione tra i segmenti del fibrinogeno con ca- 
rica simile ne impedisce l’aggregazione, mentre l’at- 
trazione tra la porzione centrale e i segmenti laterali 
nella fibrina ne promuove l’associazione specifica. 

I diametri delle fibre di fibrina, che sono piuttosto 
uniformi (al massimo circa 50 nm), sono importanti 
nel determinare le proprietà fisiche del coagulo. Che 
cosa controlla il diametro delle fibre? John Weisel 
e Lee Makowski hanno mostrato con studi al micro- 
scopio elettronico che le fibre di fibrina sono ritorte 
uniformemente. Conseguentemente, le molecole alla 
periferia di una fibra ritorta, per mettersi in fase, 
devono attraversare un tratto più lungo rispetto alle 
molecole vicino al centro della fibra. Il grado di di- 
stensione che una molecola può raggiungere limita 
quindi il diametro della fibra: le molecole di fibrina 
si aggregano all’esterno di una fibra in crescita fino 
a che l’energia necessaria a distendere una molecola 
è superiore all'energia di legame. Un meccanismo 
simile limita il diametro di altre fibre biologiche, quali 
quelle del collageno (paragrafo 7.2C). 


Il fattore stabilizzante la fibrina 
lega covalentemente le fibre del coagulo 


Quello sopradescritto è definito coagulo «mor- 
bido», e come indica il nome è piuttosto fragile. Esso 
è però rapidamente trasformato in un coagulo «du- 
ro», più stabile, dal legame covalente tra molecole 
di fibrina vicine, ad opera di una reazione cataliz- 
zata dal fattore stabilizzante la fibrina (FSF o 
XIHII,). Questa transamidasi inizialmente unisce i 
segmenti C-terminali di catene y adiacenti formando 
legami isopeptidici tra le catene laterali di un resi 
duo Gln su una catena y e di un residuo Lys su un'al- 
tra (Fig. 34.8). Due di tali legami, simmetricamente 
equivalenti, si formano tra ciascun paio di catene y 
adiacenti (Fig. 34.7). Le catene @ sono collegate tra 
loro in modo analogo ma ad un ritmo più lento. L'im- 
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Figura 34.8 La reazione di transamidazione che forma il legame iso- 
peptidico che salda tra loro i monomeri di fibrina nei coaguli «duri», 
catalizzata dal fattore stabilizzante la fibrina attivato (FSF, XIII). 


portanza fisiologica del legame tra le molecole di fi- 
brina è dimostrata dall’osservazione che individui 
portatori di un deficit di FSF sviluppano una notevo- 
le tendenza all’emorragia. 

FSF è presente sia nelle piastrine che nel plasma. 
FSF delle piastrine è costituito da due catene a di 
75 kD, mentre FSF plasmatico ha in aggiunta due 
catene b di 88 kD. Entrambe le specie di FSF sono 
presenti come zimogeni che subiscono il taglio, cata- 
lizzato dalla trombina, di un legame Arg-Gly speci- 
fico presso l’estremità N-terminale di ciascuna cate- 
na a, con il conseguente rilascio di un propeptide 
di 37 residui. Questo trattamento attiva FSF piastri- 
nico, denominato a‘, mentre FSF plasmatico, a’2b:, 
rimane inattivo fino a quando le sue catene b si dis- 
sociano, ad opera del legame di ioni Ca** alle subu- 
nità a’. Vedremo più avanti come Ca°* sia un fat- 
tore essenziale in molti passaggi della cascata del pro- 
cesso di coagulazione del sangue. Si ritiene inoltre che 
le subunità b prolunghino la sopravvivenza di FSF 
plasmatico nel torrente circolatorio. 


B. L'attivazione della trombina 
e la funzione della vitamina K 


1706] La trombina è una serina proteasi costituita da 
due catene polipeptidiche legate da ponte disolfuro: 
una catena A di 49 residui amminoacidici e una B 
di 259. La catena B della trombina è omologa alla 
tripsina ma lavora in m710 nolto più selettivo: ta- 
glia solo particolari lege.u1 Arg-Gly di certe proteine. 

Lu trombina è sintetizzata come uno zimogeno di 
582 residui, la protrombina (Il), che è attivato da 
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Figura 34.9 La struttura della protrombina, in cui sono indicati i due 
legami peptidici che sono digeriti dal fattore X, per formare la trom- 
bina. Il peptide N-terminale viene liberato in questo processo di atti- 


due reazioni proteolitiche catalizzate dal fattore di 
Stuart (X,), a sua volta prodotto nel passaggio pre- 
cedente della cascata. La digestione dei legami Arg 
274-Thr 275 e Arg 323-Ile 324 della protrombina de- 
termina il rilascio del suo segmento N-terminale e 
la separazione delle catene A e B (Fig. 34.9). La dige- 
stione del secondo legame in particolare è ritenuta 
responsabile della formazione di una coppia ionica 
simile a quella che si forma tra Ile 16 e Asp 194 nel 
l'attivazione del chimotripsinogeno (paragrafo 14.3E). 


La vitamina K è un cofattore essenziale 
nella sintesi del y-carbossiglutammato 


[1707] La protrombina, così come gli omologhi fattore 
VII, IX e X, è sintetizzata nel fegato con un processo 
che richiede un adeguato apporto dietetico di vitami- 
na K (Fig. 34.10; K deriva dal danese koagulation). 
La carenza di vitamina K o la presenza di un inibito- 
re competitivo quale il dicumarolo (scoperto nel tri- 
foglio deteriorato poiché causa emorragie fatali nel 
bestiame), o la warfarina (un topicida), determina- 
no la produzione di una protrombina anormale, che 
viene attivata dal fattore X, a un ritmo pari solo al 


1 o 2% del normale. Questa osservazione è stata a. 


lungo inspiegabile in quanto protrombina normale 
e protrombina anormale mostravano entrambe la 
stessa composizione in amminoacidi. Studi condotti 
utilizzando NMR hanno alla fine stabilito che la pro- 
trombina normale contiene residui di y-carbos- 
siglutammato (Gla) 
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Trombina 


vazione, mentre i peptidi A e B della trombina rimangono legati tra- 
mite un ponte disolfuro. 
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Figura 34.10 Le formule molecolari della vitamina K e di due dei 
suoi inibitori competitivi, il dicumarolo e la warfarina. La vitamina 
K è presente nelle foglie verdi come vitamina K, (fillochinone), e 
è sintetizzata dai batteri intestinali come vitamina K3 (menachino- 
ne). Ricordate che queste forme della vitamina funzionano come ac- 
cettori di elettroni nella fotosintesi in cloroplasti e batteri (paragrafo 
22.2). Il nostro corpo converte il composto madre, vitamina K3 (me- 
nadione), nella forma attiva della vitamina. 
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10 dei quali situati tra le posizioni 6 e 33 nella pro- 
trombina umana (Fig. 34.11). 

La protrombina anormale, al contrario, contiene Glu 
al posto di questi residui Gla. 

La vitamina K deve quindi essere un cofattore indi- 
spensabile per la conversione postraduzionale di Glu 
in Gla. 

La ragione per cui i residui Gla della protrombina 
non erano stati inizialmente individuati è da ricerca- 
re nelle condizioni di idrolisi acida normalmente usate 
nei metodi di determinazione della composizione di 
amminoacidi, che determinano la decarbossilazione 
di Gla a Glu (paragrafo 6.1D). Il ciclo di reazioni che, 
nel fegato, sintetizzano Gla da Glu e quindi rigene- 
rano il cofattore vitamina K si può schematizzare in 
quattro reazioni (Fig. 34.12): 


1. La vitamina K, nella sua forma attiva di idro- 
chinone, sottrae un protone y da Glu con una 
reazione che impiega O, e che, con mecca- 
nismo ignoto, genera il y-carbanione di Glu 
e il 2,3-epossido della vitamina K. 

2. Il carbanione Glu quindi reagisce con CO. 
per dare origine a Gla. 

3. e 4. L’idrochinone vitamina K viene rigenerato 
da due reazioni sequenziali, entrambe cata- 
lizzate apparentemente dallo stesso enzima, 
che impiegano tioli quali l’acido lipoico. Il 
dicumarolo e la warfarina bloccano entram- 
bi i passaggi. La reazione 4 può anche esse- 
re catalizzata da alcune reduttasi NADH- o 
NADPH-dipendenti. 


La scoperta dei residui Gla nei fattori della coagula- 
zione ha condotto alla identificazione di tali residui 
anche in altri tessuti, che devono, di conseguenza, 
contenere carbossilasi vitamina K-dipendenti. Vedre- 
mo più avanti che la funzione dei residui Gla nei 
fattori della coagulazione è quella di legare Ca?*. 
Presumibilmente questo ruolo è rivestito anche in 
altri tessuti. 
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Figura 34.11 La sequenza N-terminale della protrombina, con indica- 
ti i suoi 10 residui Gla. 
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Figura 34.12 Il ciclo metabolico della vitamina K nel fegato. Si pensa 
che le reazioni 3 e 4, che sono entrambe inibite da dicumarolo e 
warfarina, siano catalizzate dallo stesso enzima. Il gruppo R è illustra- 


to nella Fig. 34.10. (Fonte: SutTIE, }.W., Annu. Rev. Biochem., 54, 
p. 472, 1985.) dl 


L’attivazione della protrombina è accelerata 
in presenza del fattore V,, Ca?* e fosfolipidi 


[1708] Il fattore X, è, di per se stesso, un attivatore 
molto blando della protrombina. Tuttavia la sua atti- 
vità aumenta di 20 000 volte in presenza di proacce- 
lerina (V,) attivata, di Ca?* e di membrane fosfoli- 
pidiche. La superficie delle membrane in contatto con 
il complesso attivatorio deve contenere fosfolipidi ca- 
richi negativamente, quali la fosfatidilserina, per po- 
ter accelerare la reazione a tali livelli. Questo tipo 
di fosfolipidi però è presente quasi esclusivamente 
sul lato citoplasmatico delle membrane cellulari (pa- 
ragrafo 11.3B) che, di norma, non è in contatto col 
plasma. Inoltre circa il 20% di tutto il fattore V del 
sangue è conservato nelle piastrine e rilasciato solo 
in seguito ad attivazione piastrinica. Conseguentemen- 
te, l’attivazione fisiologica della protrombina avviene 
normalmente a un ritmo significativo solo in prossi- 
mità di una lesione. 

Ioni Ca?* sono indispensabili per il legame di pro- 
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trombina o del fattore X, alle membrane fosfolipidi 
che; queste proteine sono infatti ancorate alla mem- 
brana da ponti Ca°*. Protrombina e fattore X, rica- 
vati da animali in carenza di vitamina K mostrano 
una capacità di legare le membrane molto ridotta 
rispetto a quella esibita dalle stesse proteine normali. 
Evidentemente, le catene laterali Gla, che sono chelanti 
di Ca?* molto più forti di Glu, formano i siti leganti 
Ca?* di queste proteine. I 10-12 residui Gla presenti 
in ciascuno degli zimogeni vitamina K-dipendenti, cioè 
protrombina e fattori VII, IX e X, sono infatti conte- 
nuti nei segmenti N-terminali, altamente omologhi, 
di queste proteine (Fig. 34.11 per la protrombina). L’e- 
scissione del segmento N-terminale della protrombi- 
na, nel momento della sua attivazione, libera la trom- 
bina che ne risulta dalla membrana fosfolipidica, per- 
mettendole di andare ad attivare il fibrinogeno pla- 
smatico. Da questo punto di vista, la trombina differi- 
sce dagli altri zimogeni vitamina K-dipendenti, che 
invece rimangono legati alla membrana fosfolipidica 
anche dopo attivazione. 

La proaccelerina attivata (Va), fattore accessorio 
nell’attivazione della protrombina, è attivata da una 
digestione proteolitica catalizzata dalla trombina. L'at- 
tivazione della protrombina è così, in via indiretta, 
autocatalitica (la trombina, in vitro, può anche atti- 
vare direttamente la protrombina, ma questa reazio- 
ne in vivo si è dimostrata fisiologicamente insignifi- 
cante). V.,, tuttavia, è oggetto di un ulteriore pro- 
cesso proteolitico, catalizzato dalla trombina, che la 
inattiva. La trombina stessa, inoltre, può inattivare 
per proteolisi altre molecole di trombina. La forma- 
zione del coagulo è quindi autolimitante: un meccani 
smo di sicurezza che impedisce l'estensione del coagu- 
lo oltre la sede del trauma. 


La struttura ai raggi X della trombina umana 
e del complesso che essa forma con l’irudina 


tappa finale della cascata della coagulazione del san- 
gue (Fig. 34.1), e cioè il taglio proteolitico del fibrino- 
geno che genera la fibrina, la proteina che forma 
i coaguli. È stata determinata con una risoluzione di 
1,92 À la struttura ai raggi X della trombina sotto 
forma di complesso con l’inattivatore p-Phe-Pro- 
Arg clorometilchetone (che alchila l'His del sito at- 
tivo della trombina; paragrafo 34.3A). La catena A 
di 36 residui e la catena B di 259 residui, che sono 
legate solo da un ponte disolfuro (Fig. 34.9) non sono 
organizzate in domini separati, ma formano piutto- 
sto una molecola quasi sferica. La catena A, a forma 
di boomerang, che è analoga al propeptide del chi- 
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motripsinogeno (paragrafo 14.3E), si annida contro 
la parte globulare della catena B opposta al solco che 
lega il substrato e non in stretta associazione con que- 
st’ultimo, come era stato predetto. La struttura della 
catena B richiama molto da vicino quella delle serina 
proteasi pancreatiche (Fig. 14.20, per esempio) come 
ci si aspettava, dato l’alto grado di omologia esistente 
tra queste proteine. Il solco del sito attivo della trom- 
bina, però, è molto più profondo di quello delle seri- 
na proteasi pancreatiche in conseguenza delle nume- 
rose anse, allungate ed esposte all’esterno, che sono 
localizzate attorno ad esso. L’ingombro sterico deter- 
minato da queste anse restringe in modo significati 
vo l’accesso al sito attivo ed è presumibilmente re- 
sponsabile dello scarso legame con la trombina della 
maggior parte degli inibitori delle proteasi naturali. 
Quando infatti si accosta al modello della trombina 
un modello dell’inibitore della tripsina estratto dal 
pancreas bovino (BPTI), nella stessa posizione e orien- 
tamento che BPTI assume quando forma il comples- 
so con la tripsina (Fig. 14.23), c'è un significativo scon- 
tro sterico tra BPTI e una delle anse. Queste anse so- 
no senza dubbio responsabili della specificità molto 
ristretta per il substrato della trombina rispetto alle 
serina proteasi pancreatiche. 

L’irudina, una proteina di 65 residui derivata dalla 
saliva della sanguisuga europea Hirudo medicinalis, 
è il più potente inibitore naturale conosciuto della 
trombina, con cui essa forma un complesso legato 
in modo molto saldo ma non covalente. La struttura 
ai raggi X di questo complesso, che è stata determi- 
nata in modo indipendente in due diversi laboratori, 
rivela che l’irudina si lega alla trombina in una ma- 
niera che non era mai stata osservata prima tra gli 
inibitori delle proteasi. 

L'irudina ha un dominio globulare N-terminale e 
un dominio C-terminale disteso. Il dominio N-termi- 
nale si lega alla regione del sito attivo della trombina 
in modo tale che il gruppo amminico N-terminale 
dell'irudina forma un legame idrogeno con la Ser del 
sito attivo della trombina, anche se l’irudina non oc- 
cupa la tasca della specificità della trombina. I tre 
residui N-terminali dell’irudina formano un segmento 
di struttura 8 parallelo ai residui da Ser 214 a Glu 
217 della trombina (utilizzando la numerazione del 
chimotripsinogeno; paragrafo 14.3B). È interessante 
notare come questo segmento della trombina formi 
un segmento di struttura 8 antiparallelo sia in tutti 
gli altri complessi noti di inibitori naturali delle seri- 
na proteasi (con cui l’irudina non ha omologia di se- 
quenza) che nel suddetto complesso con D-Phe-Pro- 
Arg clorometilchetone. La catena dell'irudina quin- 
di corre nella direzione opposta a quella che ci si 
aspetta dal fibrinogeno. La coda C-terminale dell'iru- 
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dina, che comprende i residui da 48 a 65 ed è lunga 
39 A, si avvolge intorno alla trombina nella scanala- 
tura di legame del suo sito attivo, con cui l’irudina 
instaura estesi contatti ionici ed idrofobici. 

Queste numerose interazioni sono probabilmente 
responsabili dello stretto legame che l’irudina instaura 
con la trombina. 


C. La via intrinseca 


1710] Il fattore X può essere attivato da due diverse 
proteasi (Fig. 34.1): 


1. dal fattore IX,, il prodotto della via intrinseca 
(chiamata così in quanto tutti i suoi componenti 
proteici sono contenuti nel sangue). 

2. dal fattore VII,, il prodotto della via estrinse- 
ca (chiamata così in quanto uno dei suoi compo- 
nenti si trova nei tessuti). i 


Discuteremo queste due vie separatamente comincian- 
do con la via intrinseca. 


Il via alla coagulazione 
è dato dal sistema di contatto . 


a contatto con superfici cariche negativamente, qua- 
li il vetro o il caolino (una argilla usata nella produ- 
zione della porcellana), significa avviare il processo 
di coagulazione. Si ritiene che in vivo collageno e 
membrane piastriniche abbiano lo stesso effetto. La 
natura di questo cosiddetto sistema di contatto non 
è stata pienamente definita e il suo significato fisiolo- 
gico è ancora in discussione. 

Il sistema di contatto consiste di quattro glicopro- 
teine: gli zimogeni delle serina proteasi fattore di 
Hageman (XII), precallicreina, antecedente del- 
la tromboplastina plasmatica (PTA o XI), e il chi- 
ninogeno ad alto peso molecolare (HMK), un fat- 
tore accessorio che è anche un precursore del nona- 
peptide bradichinina (un ormone a potente attività 
vasodilatante e diuretica). Si ritiene che l’adesione a 
una superficie adatta attivi in qualche modo il fatto- 
re di Hageman che, in presenza di HMK, digerisce 
proteoliticamente la precallicreina, dando origine al- 
la proteasi attiva callicreina. La callicreina, a sua vol- 
ta, attiva proteoliticamente il fattore di Hageman, co- 
stituendo un sistema di attivazione reciproco. 

La natura della attivazione da contatto del fattore 
di Hageman è enigmatica; non solo non è per nulla 
sicuro che l’adesione fisica a una superficie tagli lo 
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stesso legame bersaglio della callicreina, ma neanche 
che venga effettivamente tagliato un qualche lega- 
me. La maggior parte delle difficoltà sperimentali nel- 
l’affrontare questo problema sorgono dalla natura au- 
tocatalitica del processo di attivazione da contatto: 
la precallicreina, che è il substrato del fattore di Ha- 
geman, cioè del protagonista della attivazione da con- 
tatto, è lo zimogeno della proteasi che attiva il fatto- 
re di Hageman stesso. Di conseguenza, in ogni tenta- 
tivo di determinazione della sua attività, la natura 
del fattore di Hageman originato per attivazione da 
contatto è immediatamente oscurata dalla grande 
quantità di fattore di Hageman attivato generato dal- 
la callicreina. 

La reazione finale mediata dal sistema di contatto 
è l'attivazione proteolitica del fattore XI da parte del 
fattore di Hageman attivato, con un processo che, di 
nuovo, prevede l’utilizzo di HMK come fattore acces- 
sorio. Nonostante il sistema di contatto sia chiaramen- 
te efficace nel dare inizio alla formazione del coagu- 
lo in vitro, la sua importanza in vivo è dubbia, in 
quanto individui portatori di carenze di fattore di 
Hageman, precallicreina o HMK, non mostrano par- 
ticolari deficit di coagulazione. 


Gli ultimi due passaggi 
della via intrinseca sono simili 


[1712] La via intrinseca comprende ancora due pas- 
saggi, che portano all’attivazione del fattore di Stuart 
(X, Fig. 34.1). Il fattore XI, catalizza l’attivazione pro- 
teolitica del fattore di Christinas (1X), una glico- 
proteina contenente residui Gla, con una reazione che 
avviene sulla superficie di una membrana fosfolipi- 
dica e che richiede Ca**. Non si conoscono fattori 
accessori coinvolti in questa reazione. Il fattore di 
Christmas, a sua volta, può essere attivato dalla pro- 
convertina (VII,) attivata, vin prodotto della via 
estrinseca (paragrafo 34.1D). 

Nel passaggio finale della via intrinseca, il fattore 
X è substrato di una reazione proteolitica catalizza- 
ta, sulla superficie di una membrana fosfolipidica 
e in presenza di Ca°*, dal fattore di Christmas con 
la cooperazione, come fattore accessorio, del fatto- 
re antiemofilico (VU, attivato. Il fattore antie- 
mofilico è attivato proteoliticamente dalla trombi- 
na, così come lo è la proaccelerina (V), in un secon- 
do processo autocatalitico che porta alla attivazione 
della protrombina (Fig. 34.1). La proaccelerina e il 
fattore antiemofilico, infatti, non sorprendentemen- 
te sono proteine omologhe. Il fattore antiemofilico 
circola nel plasma sotto forma di complesso con 
il fattore di von Willebrandt: le funzioni di queste 
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due proteine, infatti, erano un tempo attribuite alla 
stessa molecola. 


x 


L’emofilia è il risultato 
di deficienze di fattori di coagulazione 


Il fattore antiemofilico è stato scoperto proprio 
perché è assente in individui portatori del più comu- 
ne disordine della coagulazione: l’emofilia A, un de- 
ficit ereditario la cui trasmissione è legata al cromo- 
soma X (colpisce circa 1 ogni 10 000 maschi). Parec- 
chi tra i fattori della coagulazione sono stati caratte- 
rizzati attraverso la diagnosi della loro carenza in 
vari disordini della coagulazione (l’esistenza del fat- 
tore di Christmas è stata definita studiando appunto 
la sua assenza in Stephen Christmas, un emofilico 
la cui patologia, l’emofilia B, è la seconda più comu- 
ne forma di emofilia). 

Gli emofilici possono perdere grosse quantità di san- 
gue anche dalla più piccola ferita, e frequentemente 
soffrono di emorragie senza causa apparente. I sinto- 
mi della loro malattia possono tuttavia essere allevia- 
ti dalla somministrazione endovenosa del fattore ca- 
rente. In passato, questo trattamento era dispendioso 
e non privo di rischi, poiché per ottenere dosi tera- 
peutiche di molti fattori della coagulazione doveva- 
no essere frazionate grosse quantità di sangue. Gli 
emofilici erano quindi regolarmente soggetti a sva- 
riate patologie virali veicolate dal sangue, epatite e 
AIDS incluse. Queste difficoltà sono state ora in gran 
parte eliminate dalla produzione dell’opportuno fat- 
tore della coagulazione mediante la tecnologia del 
x DNA ricombinante. 


D. La via estrinseca 


La via estrinseca (Fig. 34.1), il braccio alterna-. 
tivo della cascata della coagulazione, inizia con la 


proteolisi della proconvertina (VII), un processo che 
può essere catalizzato tanto dal fattore di Hageman 
attivato (XII) quanto dalla trombina. La proconver- 
tina attivata, a sua volta, media l’attivazione del fat- 
tore X con un processo che si presenta analogo a 
quello dell’attivazione della protrombina (paragrafo 
34.1B): esso è infatti 16000 volte più veloce in pre- 
senza di membrane fosfolipidiche, di Ca?* e di un 
fattore accessorio chiamato fattore tissutale A). 
Anche la proconvertina intatta può catalizzare l’at- 
tivazione del fattore X, ma ad un ritmo pari a solo 
il 2% di quello della proconvertina attivata. Appa- 
rentemente, questo ritmo è così lento che, in assen- 
za di fattore tissutale, la proconvertina non attivata 
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non è in grado di dare inizio in vivo alla formazione 
del coagulo. 

Il fattore tissutale è una glicoproteina integrale di 
membrana presente in molti tessuti e particolarmente 
abbondante in cervello, polmone, pareti dei vasi san- 
guigni e placenta. Di conseguenza, un trauma che 
metta in contatto il sangue con un tessuto avvia mol- 
to rapidamente la via estrinseca. L'aggiunta, infatti, 
del fattore tissutale al sistema della via estrinseca pro- 
voca la formazione del coagulo in circa 12 secondi, 
mentre il tempo richiesto dal sistema della via in- 
trinseca richiede parecchi minuti. Queste osservazioni 
potrebbero suggerire che la via intrinseca abbia nor- 
malmente scarso significato; tuttavia la gravità del- 
l’emofilia risultante da deficit di fattori della via in- 
trinseca puntualizza chiaramente l’importanza della 
via intrinseca nel processo di coagulazione del san- 
gue. Ovviamente, le due vie non sono veramente in- 
dipendenti, visto che sono accoppiate in un certo nu- 
mero di reazioni (Fig. 34.1). 


E. Il controllo della coagulazione 


La cascata a molti livelli del sistema di coagu- 
lazione del sangue permette una enorme amplifica- 
zione dei suoi segnali di partenza. Scendendo lungo 
la via estrinseca, per esempio, vediamo come pro- 
convertina (VII), fattore di Stuart (X), protrombina 
e fibrinogeno si trovino nel plasma in concentrazio- 
ni di <1, 8, 150 e fino a 4000 ug- ml”! rispettiva- 
mente. Il sistema di coagulazione deve essere inoltre 
regolato molto strettamente, visto che anche un solo 
coagulo inappropriato può avere conseguenze fatali. 
I trombi sono infatti la causa principale di colpo apo- 
plettico e attacco cardiaco, le due principali cause di 
morte nei paesi sviluppati. 


Numerosi fattori limitano la crescita del coagulo, 


Esistono numerosi meccanismi fisiologici che li- 
mitano la formazione del coagulo. Abbiamo visto che 
ci sono parecchie interazioni tra i vari fattori in gra- 
do di inibire la coagulazione (Fig. 34.1). La diluizione 
nel torrente circolatorio dei fattori attivati costitui 
sce un freno alla coagulazione, così come la loro se- 
lettiva rimozione da parte del fegato. In più, il pla- 
sma contiene parecchi inibitori di serina proteasi la 
cui presenza impedisce al coagulo di diffondersi ol- 
tre le immediate vicinanze di un trauma. 

L’antitrombina (58 kD), per esempio, inibisce tutte 
le proteasi attive del sistema coagulatorio, tranne 
VII, legandole 1:1 in uno stretto complesso (analo- 
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gamente a quanto avviene per BPTI con la tripsina; 
paragrafo 14.3D). 

La presenza di eparina, un glicosamminoglicano sol- 
fato (paragrafo 10.2E), aumenta l’attività dell’antitrom- 
bina di parecchie centinaia di volte. L’eparina è pre- 
sente quasi esclusivamente nei granuli intracellulari 
dei mastociti che ricoprono certi vasi sanguigni. Il 
suo rilascio, che avviene presumibilmente in conse- 
guenza di un trauma, attiva l’antitrombina impeden- 
do così una crescita incontrollata del coagulo. 

La proteina C è un’altra proteina plasmatica che 

limita la coagulazione. Questo zimogeno, di 62 kD 
contenente residui Gla, è attivato dalla trombina che 
lo rende in grado di inattivare proteoliticamente 
proaccelerina (V) e fattore antiemofilico (VIII). La pro- 
teina C attivata attacca le forme attivate di questi fat- 
tori accessori con maggiore efficacia di quanto faccia 
con le loro forme non attive. 
L’importanza della proteina C è messa in evidenza 
dall’osservazione che gli individui in cui è assente 
spesso muoiono durante l’infanzia per massive com- 
plicazioni trombotiche. 

Nonostante quanto detto fino ad ora, il processo 
di coagulazione in vitro non è autolimitante. Questa 
osservazione, che suggerisce l’esistenza in vivo an- 
che di altri fattori limitanti la crescita del coagulo, 
ha portato alla scoperta della trombomodulina, una 
glicoproteina di 74 kD che sporge dalle membrane 
cellulari dell’endotelio vascolare (rivestimento inter- 
no). La trombomodulina lega specificamente la trom- 
bina in modo da convertirla in una forma dotata di 
una minore capacità di catalizzare la formazione del 
coagulo ma di una maggiore (> 1000 volte) capacità 
di attivare la proteina C. 

Il controllo della coagulazione è uno tra i maggiori 

problemi medici. L’eparina, l’anticoagulante più co- 
munemente usato, viene somministrata prima e do- 
po interventi chirurgici per ritardare la formazione 
del coagulo. Per il controllo a lungo termine dell’e- 
mostasi si usa spesso il dicumarolo. Nel progetto di 
un cuore artificiale l'eliminazione di coaguli indotti 
meccanicamente rimane il più grosso tra i problemi 
non risolti (la costruzione di una pompa adeguata 
è un compito relativamente semplice). 
La prevenzione della coagulazione del sangue è an- 
che la preoccupazione fondamentale di organismi che 
si nutrono di sangue. La sanguisuga Hirudo medici- 
nalis, per esempio, risolve questo problema produ- 
cendo irudina, una proteina di 65 residui, nella sali- 
va. L’irudina, il più potente anticoagulante naturale 
conosciuto, lega specificamente la trombina in modo 
da inattivarla. Di conseguenza un morso di sangui- 
suga, nonostante sia una ferita di lieve entità, san- 
guina copiosamente. 


F. La lisi del coagulo 


717]1 coaguli sono solo rattoppi provvisori, che de- 
vono essere eliminati con il progredire della rimar- 
ginazione della ferita. È inoltre indispensabile l’eli- 
minazione di un coagulo che si sia inopportunamen- 
te formato o liberato, correndo libero nel torrente 
circolatorio. La fibrina è la molecola che è «designa- 
ta» per essere facilmente frammentata in un proces- 
so chiamato fibrinolisi. L'agente demolitore è una 
serina proteasi plasmatica chiamata plasmina, un en- 
zima che digerisce specificamente il segmento a tri- 
pla elica della fibrina, tagliandone via le protuberan- 
ze di catena a legate covalentemente (Fig. 34.5). La 
struttura a maglie piuttosto larghe di un coagulo (Fig. 
34.2) dà alla plasmina un accesso relativamente libe- 
ro alle molecole polimerizzate di fibrina, facilitando 
in questo modo la lisi del coagulo. 

La plasmina si forma per proteolisi dallo zimogeno 
plasminogeno, una proteina di 86 kD omologa agli 
zimogeni della cascata della coagulazione. Ci sono nu- 
merose serina proteasi in grado di attivare il plasmi- 
nogeno; tra esse sono da evidenziare l’enzima uro- 
chinasi, 54 kD, sintetizzato dal rene e presente, co- 
me dice il nome, nelle urine, e il suo omologo atti- 
vatore tissutale del plasminogeno (t-PA), di 70 
kD, presente nei tessuti vascolari. Inoltre il fattore 
di Hageman attivato, in presenza di precallicreina 
e HMK (il sistema di attivazione da contatto), attiva 
il plasminogeno. Il significato fisiologico dell’attiva- 
zione da contatto del sistema fibrinolitico non è stato 
però ancora determinato. L’esperienza inoltre ci sug- 
gerisce che il sistema fibrinolitico non può essere sem- 
plicemente costituito da uno zimogeno e dai suoi at- 
tivatori. Esso infatti comprende anche svariati inibi- 
tori, tra cui il principale è la @z-antiplasmina, una 
glicoproteina di 70 kD che forma un complesso equi- 
molare irreversibile con la piasmina, impedendone 
il legame con la fibrina. La ay-antiplasmina si lega 
covalentemente alle catene a della fibrina per azione 
di FSF attivato (XIII, l'enzima che lega le molecole 
di fibrina), rendendo quindi i coaguli «duri» meno 
suscettibili dei «morbidi» alla fibrinolisi. L’importan- 
za di questa serina proteasi (che inibisce anche la 
chimotripsina) come inibitore è sottolineata dall’os- 
servazione che individui omozigoti per un difetto di 
az-antiplasmina mostrano una marcata tendenza al- 
l'emorragia. 

Gli attivatori del plasminogeno stanno ricevendo 
notevole attenzione in campo medico per la loro po- 
tenziale capacità di dissolvere i trombi responsabili 
di attacchi cardiaci e colpi apoplettici. La strepto- 
chinasi, una proteina di 46 kD prodotta dagli strep- 
tococchi, si è mostrata molto promettente sotto que- 
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sto aspetto, soprattutto quando somministrata in as- 
sociazione con l’aspirina (che inibisce l’aggregazione 
piastrinica; paragrafo 23.7B). Nonostante il suo no- 
me, la streptochinasi non mostra alcuna attività en- 
zimatica. Essa funziona, infatti, formando un com- 
plesso 1:1 molto stretto col plasminogeno che, pro- 
teoliticamente, attiva altre molecole di plasminoge- 
no. L’uso della streptochinasi per dissolvere i trombi 
ha lo svantaggio di promuovere l’attivazione della 
plasmina, che degrada fibrinogeno e fibrina, aumen- 
tando quindi il rischio di emorragie, soprattutto ce- 
rebrali. Si ritiene che l’uso terapeutico di t-PA, che 
è stato sintetizzato mediante la tecnologia del DNA 
ricombinante, possa eliminare questi problemi, sfrut- 
tando la capacità di questo enzima di attivare il pla- 
sminogeno solo in presenza di un coagulo (la rile- 
vanza medica di questi problemi è attualmente in 
discussione). 


2. L'IMMUNITÀ 


[z18] Tutti gli organismi sono continuamente soggetti 
ad attacchi da parte di altri organismi. Gli animali 
hanno sviluppato una enorme varietà di strategie di- 
fensive in risposta ai predatori. Una minaccia ancora 
più insidiosa, tuttavia, è l'attacco da parte di microor- 
ganismi in grado di causare malattie e di virus (pato- 
geni). Per poter combattere con essi gli animali han- 
no sviluppato un elaborato schieramento difensivo 
noto come il sistema immunitario (dal latino im- 
munis, esente). I patogeni che riescono a superare 
la barriera fisica costituita dalla pelle e dalle mem- 
brane mucose (una vitale prima linea difensiva) sono 
identificati come invasori estranei e distrutti. In que- 
sto paragrafo discuteremo di come il sistema immu- 
nitario possa riconoscere invasori estranei, distinguerli 
da normali componenti dell'organismo stesso e di- 
struggerli. Procedendo nell’analisi teniamo in mente 
che il sistema immunitario mostra molte delle pro- 
prietà che sono caratteristiche del sistema nervoso, 
quali l’abilità di identificare e reagire a stimoli e la 
capacità di ricordare. La mole e la complessità del 
sistema immunitario dei vertebrati, per l’appunto, 
gareggiano con quelle del sistema nervoso. 


A. La risposta immunitaria 


719] L’immunità nei vertebrati è conferita da un in- 
sieme di globuli bianchi chiamati collettivamente lin- 
fociti. Essi originano, come tutte le cellule del san- 
gue, da precursori comuni (cellule staminali) nel 
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midollo osseo. I linfociti tuttavia, al contrario dei glo- 
buli rossi, possono lasciare i vasi e pattugliare gli spazi 
intercellulari alla caccia di invasori. Essi ritornano 
poi nel sistema circolatorio generale passando per i 
vasi linfatici, non senza aver interagito con tessuti 
linfoidi specializzati quali il timo, i linfonodi e la 
milza, le sedi cioè di gran parte della risposta immu- 
nitaria. 
Distinguiamo due tipi di immunità: 


4. L’immunità cellulare, efficace contro cellule in- 
fettate da virus, funghi e parassiti, e contro tessu- 
ti estranei, è mediata dai linfociti T o cellule T, 
così chiamati perché si sviluppano nel timo. 

2. L’immunità umorale (humor è un termine ar- 
caico per fluido): efficace contro le infezioni bat- 
teriche e le fasi extracellulari delle infezioni vira- 
li, è mediata da una famiglia di proteine, correla- 
te ma di grandissima varietà, chiamate anticor- 
pi 0 immunoglobuline. Gli anticorpi sono pro- 
dotti dai linfociti B o cellule B, che maturano, 
nel mammifero, nel midollo osseo. 


Metteremo in evidenza le operazioni e le interazioni 
di questi sistemi come preludio!alla discussione della 
loro biochimica. 


Il sistema immunitario cellulare 


carboidrati e acidi nucleici, chiamate antigeni. Que- 
sto processo avviene attraverso una complessa serie 
di interazioni tra i vari tipi di cellule T e B che lega- 
no specificamente un particolare antigene (Fig. 34.13). 
Nei paragrafi seguenti i numeri e le lettere in corsi- 
vo si riferiscono ai corrispondenti elementi del dise- 
gno in Fig. 34.13. 

La risposta immunitaria cellulare porta alla distru- 
zione delle cellule estranee. Tutto inizia quando un 
macrofago (un tipo di globulo bianco) ingloba (1a, 
1b) e digerisce parzialmente nei lisosomi (Za, 2b) un 
antigene estraneo e ne esibisce i risultanti frammen- 
ti antigenici sulla propria superficie (3a, 3b). Qui, si 
pensa, tali frammenti si legano a uno dei due tipi 
di proteine della superficie cellulare noti come pro- 
teine del complesso di istocompatibilità maggio- 
re (MHC) (il cui nome deriva dal fatto di essere tra- 


Figura 34.13 Uno schema della risposta immunitaria. Vedi il testo 
per una spiegazione. (Fonte: MARRACK, P. e KAPPLER, ]., Sci. Am., 254, 
2, pp. 38-39, 1986. Copyright © 1986 Scientific American, Inc.) 
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scritti da una serie di geni strettamente legati chia- 
mata MHC; paragrafo 34.2). MHC è estremamente 
polimorfico (cioè ha numerosi alleli), a tal punto che 
è altamente improbabile che due individui, non pa- 
renti, della stessa specie abbiano l’identica serie di 
proteine MHC. Le proteine MHC sono, di conseguen- 
za, marcatori di individualità. 

Le proteine MHC di classe I sono esibite sulla 
superficie di quasi tutte le cellule nucleate dei verte- 
brati. I macrofagi che presentano proteine MHC di 
classe I sono riconosciuti dalle cellule T citotossi- 
che immature tramite proteine di superficie note co- 
me recettori del linfocita T. Per legare, però, il ma- 
crofago che presenta l’antigene, questi recettori devo- 
no vedere specificamente l’antigene come complesso 
assieme a una proteina MHC di classe I (4a); nessuna 
di queste due molecole da sola è sufficiente. Allo stesso 
modo, i macrofagi che presentano frammenti anti- 
genici complessati con proteine MHC di classe II 
si legano a cellule T «helper» (Ty) immature che 
portino il recettore corrispondente (4b). Questo ela- 
borato sistema di riconoscimento focalizza, come ve- 
dremo, l’attenzione delle cellule 7 sulla superficie cel- 
lulare, impedendo così che le risorse del sistema im- 
munitario cellulare vengano inutilmente sperperate 
su obiettivi non cellulari. 

[1721] Le cellule T che legano il complesso antigene- 
proteina MHC presentato du un macrofago sono in- 
dotte a espandersi: un processo questo chiamato se- 
lezione clonale e riconosciuto per la prima volta 
negli anni ’50 da Niels Kaj Jerne, Macfarlane Burnet, 
Joshua Lederberg e David Talmadge. Conseguente- 
mente, solo quelle cellule T che riconoscono l’antigene 
intruso vengono prodotte in gran copia. Questa sele- 
zione clonale è possibile grazie alla capacità del ma- 
crofago legato alla cellula T di rilasciare un fattore 
di crescita polipeptidico, chiamato interleuchina-1 
(5a, 5b), che stimola specificamente la proliferazione 


e il differenziamento dei linfociti T (6a, Gb). Questo . 
processo è amplificato dalla secrezione autostimola- 


toria di interleuchina-2 da parte delle cellule T. I 
linfociti T producono il recettore per l’interleu- 
china solo per il tempo che rimangono legati a un 
macrofago (7a, 7b); viene così impedita la prolifera- 
zione illimitata delle cellule T. Ciò nonostante, a par- 
tire da pochi giorni dopo il primo incontro con l’an- 
tigene viene generato un buon numero di cellule T 
citotossiche mature (8a), i cui recettori sono specifi- 
camente puntati verso cellule che esibiscono sia l’an- 
tigene estraneo che proteine MHC di classe I. I linfo- 
citi T citotossici, chiamati anche cellule T «killer», 
sono degni del loro nome: essi si legano alle cellule 
che presentano l’antigene (9) e rilasciano, nel punto 
di contatto, la perforina, una proteina di 70 kD che 
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lisa queste cellule bersaglio (10) aggregandosi in mo- 
do da formare pori nella loro membrana citoplasma- 
tica (paragrafo 34.2F). 

Il sistema immunitario cellulare opera principalmen- 
te per prevenire la diffusione di una infezione virale 
uccidendo le cellule infettate dal virus (le proteine del 
rivestimento virale sono generalmente esposte sulla 
superficie di una cellula animale durante gli stadi 
tardivi della sua infezione virale; paragrafo 32.4A). 
Esso è anche efficace contro infezioni da funghi, da 
parassiti e contro certi tipi di cancro. La funzione 
vitale del sistema immunitario cellulare è infatti ve- 
nuta dolorosamente alla ribalta in anni recenti attra- 
verso la tragica diffusione della sindrome da im- 
munodeficienza acquisita (AIDS), il cui agente 
causale, il virus dell’immunodeficienza umana 
(HIV), agisce specificamente attaccando le cellule T 
«helper». Il sistema immunitario cellulare è anche re- 
sponsabile di alcuni problemi suscitati dalla moder- 
na medicina e non presenti in natura quali il rigetto 
di tessuti e organi trapiantati da donatori diversi. La 
medicina dei trapianti, che sono riconosciuti come 
estranei perché quasi sempre presentano molecole 
MKC diverse da quelle del ricevente, è stata resa pos- 
sibile solo dallo sviluppo di farmaci, conosciuti come 
immunosoppressori, che sopprimono la risposta im- 
munitaria (non però al punto di lasciare l'organismo 


«senza difesa contro agenti patogeni). 


Il sistema immunitario umorale 


[1722] Le cellule B portano sulla loro superficie sia im- 
munoglobuline che proteine MHC di classe Il (4c). Se 
una cellula B incontra un antigene che si lega alla 
sua particolare immunoglobulina, internalizza il com- 
plesso (12), digerisce parzialmente l’antigene (13) e 
ne espone i frammenti sulla propria superficie sotto 
forma di complesso con proteine MHC di classe II 
(14). Cellule T «helper» mature (8b) dotate di recettori 
specifici per questo complesso si legano al linfocita 
B (15), rilasciando in risposta interleuchine che sti- 
molano proliferazione e differenziamento delle cel- 
lule B (16). Le divisioni cellulari proseguono per tutta 
la durata della stimolazione delle cellule B da parte 
dei linfociti T «helper» (17) che, a sua volta, dipende 
dalla continua presenza di antigene (1b-8b). La mag- 
gior parte della progenie delle cellule B è costituita 
da plasmacellule (18), che sono specializzate nella 
secrezione di grosse quantità di anticorpo antigene- 
specifico. Gli anticorpi si legano all’antigene disponi- 
bile (19), costituendo un segnale per la sua distruzio- 
ne sia mediante fagocitosi (ingestione da parte di 
globuli bianchi chiamati fagociti) sia mediante atti- 
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Figura 34.14 La risposta immunitaria primaria e secondaria: la veloci- 
tà di comparsa degli anticorpi nel plasma dopo immunizzazione pri- 
maria (1°) al giorno 0 con l’antigene A e immunizzazione secondaria 
(2°) al giorno 28 con gli antigeni A e B. L'antigene B è incluso nel- 
l’immunizzazione secondaria per dimostrare la specificità della me- 
moria immunologica per l’antigene A. Notate come la risposta secon- 
daria all’antigene A sia maggiore e più veloce della risposta primaria. 
Le risposte mediate dalle cellule 7 mostrano una simile memoria im- 
munologica. 


vazione del sistema del complemento (una serie 
di proteine che interagendo tra loro lisano le cellule 
e danno il via a reazioni infiammatorie locali; para- 
grafo 34.2F). È 

La maggior parte delle cellule T e B vive solo pochi 
giorni a meno che non ci sia stimolazione da parte 
dell’antigene corrispondente. La proliferazione delle 
cellule B è inoltre limitata dalle loro interazioni con 
le cellule 7 soppressorie (Ts), un'ulteriore catego- 
ria di linfocita T con funzione essenzialmente oppo- 
sta a quella delle cellule T «helper». Tuttavia uno de- 
gli elementi caratteristici del sistema immunitario è 
di rendere un animale raramente aggredibile due vol 
te dallo stesso tipo di agente patogeno; la guarigione, 
cioè, da un processo infettivo sostenuto da un dato 
agente patogeno rende un animale immune da quel 
patogeno. Questa cosiddetta risposta immunitaria 
secondaria è mediata da cellule T di memoria (11) 
e da cellule B di memoria (20) dotate di lunga vita 
che, in seguito alla ricomparsa del corrispondente an- 
tigene, magari decadi dopo la sua prima apparizio- 
ne, proliferano in modo molto più rapido e massic- 
cio di quanto sappiano fare cellule T e B «vergini» 
(che non abbiano cioè mai incontrato il rispettivo an- 
tigene), come indicato nella Fig. 34.14. Questa carat- 
teristica del sistema immunitario è nota fin dai tem- 
pi antichi: lo storico greco Tucidide aveva notato, 2400 
anni fa, che un malato poteva essere accudito da co- 
loro che erano già guariti, poiché un uomo non era 
mai attaccato due volte dalla stessa malattia. 


Il sistema immunitario è auto-tollerante 


Quasi tutte le macromolecole biologiche sono 
antigeniche. Per prevenire l’autodistruzione il siste- 
ma immunitario di un animale deve essere quindi 
in grado di discriminare tra antigeni propri («selfà) 
ed estranei. Questo processo deve essere estremamen- 
te selettivo. Dopo tutto un vertebrato, per esempio, 
ha decine di migliaia di macromolecole diverse, ognu- 
na con molteplici siti antigenici. 

Qual è il meccanismo alla base della auto-tolle- 
ranza immunologica? Il sistema immunitario dei 
mammiferi si attiva più o meno alla nascita. Se un 
antigene estraneo si impianta in un embrione prima 
della nascita, l’animale si dimostrerà successivamen- 
te incapace di sviluppare una risposta immunitaria 
contro quell’antigene. Apparentemente, il sistema im- 
munitario elimina i cloni di cellule B e T che ricono- 
scano antigeni presenti durante il periodo critico in 
cui esso si attiva. Tuttavia, poiché nuovi cloni di lin- 
fociti, ciascuno con caratteristiche antigeniche prati 
camente uniche, si sviluppano durante tutta la vita 
di un animale (paragrafo 34.2C; anticorpi e recettori 
T per l’antigene sono essi stessi antigenici), l’auto- 
tolleranza deve essere un processo continuo. La sede 
di questo processo, dai meccanismi ancora mal defi- 
niti, è stata identificata nel timo dove, sembra, solo 
quelle cellule T vergini che esibiscono recettori che le- 
ghino proteine MHC ma che non abbiano affinità per 
auto-antigeni vengono selezionate e ulteriormente pro- 
pagate. Solo una piccola parte dei linfociti «processa- 
ti» dal timo, infatti, lasciano quest’organo. 

Occasionalmente, il sistema immunitario perde la 
tolleranza verso qualcuno dei suoi auto-antigeni, e 
il risultato è una malattia autoimmune. La mia- 
stenia grave, per esempio, è una malattia autoim- 
mune in cui il paziente produce anticorpi contro i 
recettori per l’acetilcolina dei propri muscoli sche- 
letrici (l’acetilcolina è un neurotrasmettitore che av- 
via la contrazione muscolare; paragrafo 34.4C), il cui 
esito è una progressiva e spesso fatale debolezza mu- 
scolare. Analogamente, individui ammalati di lupus 
eritematoso sistemico, una malattia infiammatoria 
spesso fatale, producono anticorpi contro molti dei 
propri componenti cellulari, comprese alcune pro- 
teine ribonucleari (paragrafo 29.4A). Altre malattie 
autoimmuni comuni sono l’artrite reumatoide, il 
diabete mellito insulino-dipendente (paragrafo 
25.3B) e la sclerosi multipla. 


B. La struttura degli anticorpi 


Le immunoglobuline costituiscono una famiglia 
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Figura 34.15 Un modello della mole- se VI 
cola IgG umana. Ogni catena leggera Sito di legame \ 
(L) consiste di due unità omologhe, con l'antigene 
V| e Cr, in cui V e C indicano le re- 
gioni variabile e costante della catena 
polipeptidica. Ciascuna catena pesante 
(H) è composta da quattro di queste 
unità, Vy, Cy1, Cu2 e Cu3. Il tratta- 
mento di IgG con l'enzima proteoliti- 
co papaina determina la digestione di 
questa molecola immunoglobulinica 
a livello della sua regione cerniera, con 
produzione di due frammenti Fab e 
di un frammento Fc. CHO rappresen- 
ta le catene di carboidrati. (© Irving 
Geis.) 


Fc 


di proteine correlate e tuttavia grandemente diversi- 
ficate. In questo paragrafo prenderemo in considera- 
zione la struttura di queste molecole essenziali. L’o- 
rigine della loro diversità sarà il soggetto del para- 
grafo successivo. 


Ci sono cinque classi di immunoglobuline 


[1725] La maggior parte delle immunoglobuline, e co- 
munque le unità strutturali alla base di tutte, sono 
tostituite, come hanno dimostrato Gerald Edelman 
e Rodney Porter, da quattro subunità: due catene 


leggere (L) identiche di circa 23 kD e due catene 


pesanti (H) identiche da 53 fino a 75 KD. Queste 
subunità si associano sia tramite ponti disolfuro che 
con legami non covalenti per formare, come mostra- 
to da fotografie al microscopio elettronico, un dime- 
ro simmetrico a forma di Y (L-H); (Fig. 34.15). Le im- 
munoglobuline sono glicoproteine; ciascuna catena 
pesante ha un oligosaccaride legato con legame 
N-glicosidico. 

Gli esseri umani hanno cinque classi di immunoglo- 
buline secrete, denominate IgA (che sta per immu- 
noglobulina A), IgD, IgE, IgG, e IgM, che differi- 
scono per i loro corrispondenti tipi di catena pesante, 
designati a, è, e, y, e 4, rispettivamente (Tabella 34.2). 
Ci sono anche due tipi di catena leggera, x e X, che 
però sono presenti in immunoglobuline di tutte le clas- 
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Tabella 34.2 Le classi in cui sono suddivise le immnuno- 
globuline umane - 


Classe 2. SL A Massa (kKD) 
IgA a xO0ÀÒà (22X2)h/” 360-720 
(2x2)! * 
IgD ò xOÒ dix 160 
62: 
[ge G xOÒ 62X2 190 
62°: 
IgG** Y XOÒ va 150 
1A: 
IgM w xOÒ (42%3)3/ 950 
(u2A2)5/ 


*n=1, 203. 
** Le IgG hanno quattro sottoclassi, IgG1, IgG2, IgG3, e IgGA4, che differiscono 
per le loro catene +. 


si. IgD, IgE e IgG esistono solo come dimeri (L-H).. 
Le IgM invece sono pentameri del dimero corrispon- 
dente e le ISA si presentano come monomeri, dime- 
ri e trimeri del dimero corrispondente (Fig. 34.16). 
Le unità dimeriche di questi multimeri sono legate 
da ponti disolfuro l’una all’altra e a una proteina di 
circa 20 kD chiamata catena di unione (joining 
chain, J). Le IgM inoltre sono presenti anche sulle 
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cellule B con una forma di membrana monomerica. 
È il legame con l’antigene da parte di quest’ultima 
forma di IgM a dare il via alla risposta immunitaria 
umorale. 

Le varie classi di immunoglobuline secrete hanno 
funzioni fisiologiche diverse. La classe IgM, che è pre- 
sente principalmente nel sangue, è la più efficace con- 
tro l'invasione da parte di microorganismi. È la pri- 
ma a essere secreta in risposta a un antigene, e la 
sua produzione inizia 2 o 3 giorni dopo il primo in- 
contro con: l’antigene. La classe IgG, l’immunoglobu- 
lina più comune, è ugualmente distribuita tra san- 
gue e liquido interstiziale. È l’unica classe di anticor- 
pi in grado di attraversare la barriera placentare (per 


Catene 
A pesanti 


\_ 


du 


a o 


IgM 
VTERIGRINE Catene a 
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Catena J \ 
n° Dimero di IgA 


Figura 34.16 Le cinque subunità dimeriche delle IgM (in alto) sono 
unite tra loro da ponti disolfuro. Si pensa che una singola catena 
} unisca due delle catene pesanti « del pentamero, dando inizio al- 
l'assemblaggio di questa immunoglobulina. La catena ] interviene an- 
che nella costituzione in dimeri e trimeri delle IgA (in basso). 


endocitosi mediata da un recettore) e di conferire co- 
sì immunità al feto. La produzione di IgG inizia 2 
o 3 giorni dopo l’apparizione di IgM. La classe IgA 
si trova prevalentemente nell’intestino e in secrezio- 
ni quali saliva, sudore e lacrime; difende l’organi- 
smo dall’aggressione di agenti patogeni legandosi ai 
loro siti antigenici così da bloccare il loro attacco alla 
superficie (esterna) degli epiteli. IgA è anche la clas- 
se anticorpale maggioritaria di latte e colostro (il pri- 
mo latte secreto dopo il parto), e protegge quindi i 
lattanti dall’invasione gastrointestinale di agenti pa- 
togeni. La classe IZE, normalmente presente in con- 
centrazione molto bassa nel sangue, protegge contro 
i parassiti ed è implicata nelle reazioni allergiche. 
Alla classe IgD, pure presente nel sangue in quantità 
molto piccola, non è stata ancora attribuita una fun- 
zione. 


I segmenti funzionali delle immunoglobuline 
possono essere separati per proteolisi 


[1726] Nel 1959, Porter ha dimostrato che le IgG, la 
classe di immunoglobuline più comune, vengono ta- 
gliate, mediante proteolisi limitata, con papaina in 
tre frammenti di circa 50 kD: due frammenti Fab 
identici e un frammento Fc. I frammenti Fab, che 
costituiscono le braccia della Y con cui si può rappre- 
sentare una molecola di IgG e che sono costituiti cia- 
scuno da una catena L intera e dalla metà N-terminale 
di una catena H (Fig. 34.15), contengono il sito di le- 
game con l’antigene delle IgG («ab» sta per antigen- 
binding, cioè legame con l’antigene). Il conseguente 
carattere bivalente (multivalente per IgA e IgM) nel 
legame con l’antigene delle immunoglobuline è alla 
base della reazione delle precipitine, un test sen- 
sibile che da molto tempo viene usato per determi. 
nare la presenza di un antigene o di un anticorpo. 
La reazione consiste in questo: in una miscela di an- 
ticorpo e dell’antigene contro cui esso è diretto i due 
componenti si legano l’uno con l’altro così da forma- 
re un esteso e fitto reticolo (la maggior parte degli 
antigeni è dotata di molteplici determinanti antige- 
nici) che forma un precipitato facilmente identifica- 
bile (Fig. 34.17). La formazione di questi reticoli in- 
crementa il legame antigene-anticorpo per mezzo di 
interazioni cooperative ed è fondamentale nel dare 
il via alla proliferazione delle cellule B. 

Il frammento Fc (così chiamato in quanto facilmente 
cristallizzabile) deriva dal gambo della Y ed è forma- 
to da due frammenti C-terminali identici di due cate- 
ne H (Fig. 34.15). I frammenti Fc contengono i siti 
effettori che mediano le funzioni comuni alle immu- 
noglobuline di una data classe, quali l’induzione del- 
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Figura 34.17 Un anticorpo divalente può legare il corrispondente an- 
tigene multivalente (in rosso) così da formare un esteso e fitto retico- 
lo. Sebbene l'antigene mostrato nella figura venga rappresentato con 
solo due copie di un solo tipo di determinante antigenico, gli antigeni 
più frequenti in natura, un batterio per esempio, hanno molteplici 
copie di parecchi determinanti antigenici diversi. Questi antigeni com- 
plessi sono efficientemente legati da miscele di anticorpi diretti con- 
tro i loro vari siti antigenici. 


la fagocitosi, l'avviamento del sistema del complemen- 
to, la direzione del trasporto delle immunoglobuline 
ai loro siti di azione. 


Le catene pesanti e le catene leggere delle IgG 
hanno entrambe regioni variabili 
e regioni costanti 


1727] Per caratterizzare una molecola è necessario iso- 
larla in forma ragionevolmente pura. Questo requi- 
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sito pose gli immunologi, in un primo momento, di 
fronte ad un ostacolo apparentemente insormontabi- 
le. L'esposizione di un animale a un particolare anti- 
gene induce la formazione di numerosi cloni di pla- 
smacellule, ognuno in grado di sintetizzare una im- 
munoglobulina leggermente diversa ma in grado di 
legare quello stesso antigene. Gli anticorpi che ne ri- 
sultano sono quindi molto eterogenei. Questo ostaco- 
lo fu eliminato con la dimostrazione, nei primi anni 
’60, che un individuo ammalato di mieloma multi- 
plo, un tipo di cancro che colpisce le plasmacellule, 
sintetizza una enorme quantità di una singola specie 
di immunoglobulina, chiamata proteina mieloma- 
tosa. In alcuni mielomi vengono prodotte catene leg- 
gere in eccesso, che vengono chiamate proteine di 
Bence Jones quando sono escrete nelle urine (pren- 
dono il nome da Henry Bence Jones che le descrisse 
per primo nel 1847). 

La sequenza amminoacidica di svariate proteine di 
Bence Jones diverse, ciascuna delle quali presenta 214 
residui, ha rivelato che le differenze di sequenza tra 
catene leggere sono prevalentemente a carico delle lo- 
ro metà N-terminali. Si dice quindi che le catene leg- 
gere hanno una regione variabile, Vr, che si 
estende dai residui 1 a 108, e una regione costante, 
Cr, che comprende i residui da 109 a 214 (Fig. 
34.15). L’analogo confronto tra catene pesanti mielo- 
matose, che hanno 446 residui, ha rivelato che tutte 
le differenze di sequenza sono confinate tra i residui 
1 e 125. Anche le catene pesanti, quindi, hanno una 
regione variabile, Vy, e una regione costante, Cy (Fig. 
34.15). ; 

Ulteriori comparazioni di sequenza hanno indica- 
to che la regione Cy è costituita da tre segmenti di 
circa 110 residui amminoacidici, Cy1, Cn2, Cu3, 


Catena pesante 


70 | DOH 


dali CORI 
50 
CDR2 CDR3 
40 i 3 
30 i 


Es ssi 2 


O 10 20 30 40 50 60 70 80 


si Qi 


90 100 110120 


Posizione dell'amminoacido 


Figura 34.18 La comparazione tra le sequenze di numerose immuno- 
globuline indica che i loro segmenti ipervariabili (barre arancione) 
sono responsabili della maggior parte delle variazioni di sequenza 


nelle regioni variabili sia delle catene leggere che delle pesanti. Le 
frecce indicano i siti, su anticorpi anti-DNP, che sono derivatizzati 
dal p-nitrofenildiazonio. 
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omologhi tra loro e a Cr. In realtà, anche le sequen- 
ze dei segmenti costanti e variabili sono correlate, 
sebbene non così strettamente come i membri di que- 
sti tre gruppi sono correlati l’uno con l’altro. Queste 
omologie, unite all’osservazione che ciascuna unità 
omologa è legata da un ponte disolfuro, correttamente 
suggerisce (vedi più avanti) che le 12 unità di omolo- 
gia di una molecola di immunoglobulina si organizzi- 
no ciascuna in un dominio indipendente. Apparente- 
mente, i moderni geni codificanti per le catene leg- 
gera e pesante sono il risultato dell’evoluzione attra- 
verso duplicazioni di un gene primordiale codifican- 
te una proteina di circa 110 residui. 

Le regioni Vr e Vy non sono uniformemente va- 
riabili. La maggior parte delle differenze sono piut- 
tosto concentrate in tre corte sequenze ipervaria- 
bili (Fig. 34.18). Elvin Kabat predisse quindi che le 
sequenze ipervariabili dovessero risiedere nel sito di 
legame con l’antigene delle immunoglobuline e che la 
loro sequenza amminoacidica ne determinasse la spe- 
cificità di legame. ° 

L’ipotesi di Kabat è stata confermata da esperimen- 
ti di marcatura per affinità. Molecole più piccole di 
5 kD sono raramente antigeniche. Tuttavia, quando 
piccoli gruppi organici chiamati apteni, come il 
2,4-dinitrofenile (DNP), sono legati covalentemen- 
te (per mezzo di una reazione del fluoronitrobenze- 
ne con i suoi residui Lys) 


NO: 
Aptene-DNP 


a una proteina trasportatrice come la sieroalbumina 
bovina e iniettati in un animale, quell’animale pro- 
duce anticorpi che si legano all’aptene anche in as- 
senza della proteina di trasporto. Se l'analogo di DNP 
p-nitrofenildiazonio 


O3N NÎ 


p-nitrofenildiazonio 


è messo a contatto con anticorpi anti-DNP, il gruppo 
diazonico altamente reattivo dell’aptene formerà 


legami-diazo con le catene laterali di His, Lvs e Tyr 
in prossimità del sito legante DNP degli anticorpi 
(marcatura per affinità; paragrafo 30.3A). La mag- 
gior parte delle catene laterali così derivatizzate so- 
no infatti membri delle sequenze ipervariabili degli 
anticorpi (Fig. 34.18), indicando quindi che i siti di 
legame antigenico coincidono con i residui ipervaria- 
bili. I segmenti ipervariabili delle immunoglobuline 
sono quindi anche chiamati regioni determinanti 
la complementarietà (CDR). 


Gli anticorpi monoclonali 
sono indispensabili strumenti biomedici 


Ci si potrebbe aspettare che sia possibile otte- 
nere una popolazione omogenea di immunoglobuli- 
ne, ed in gran copia, semplicemente clonando un sin- 
golo linfocita e raccogliendo le immunoglobuline pro- 
dotte dal clone. Sfortunatamente, i linfociti non cre- 
scono continuamente in coltura. Alla fine degli anni 
?70, tuttavia, Cesar Milstein e Georges Kéhler hanno 
sviluppato una tecnica per immortalizzare tali cloni 
(Fig. 34.19). Si possono ora ottenere anticorpi mo- 
noclonali specifici e virtualmente in quantità illimi- 
tata, per quasi ogni antigene, fondendo cellule di mie- 
loma con linfociti che riconoscono quel dato antigene 
(che sono cioè isolati da un animale immunizzato con 
antigene). Un clone del risultante ibridoma (ibrido- 
mieloma) sintetizza l’immunoglobulina del linfocita 
ma ha acquisito l’immortalità della cellula di mielo- 
ma. Gli anticorpi monoclonali sono diventati indispen- 
sabili strumenti biomedici; essi possono essere usati 
per identificare e isolare quantità estremamente pic- 
cole di quasi ogni sostanza biologica specifica. Per 
esempio, essi hanno reso possibile la ricerca sistema- 
tica di HIV (il virus dell’ AIDS) nel sangue, tutelando 
la qualità del sangue usato per trasfusioni. 


Alternative agli anticorpi monoclonali 


Nei normali anticorpi i domini Vy e Vi sì uni- 
scono in modo che le loro anse ipervariabili formino 
il sito di legame con l’antigene (Fig. 34.15). Sorpren- 
dentemente, però, i domini Vy isolati legano gli an- 
tigeni in modo quasi altrettanto efficiente rispetto agli 
anticorpi intatti. I domini Vy capaci di legare anti- 
geni specifici possono essere preparati utilizzando la 
tecnica della PCR (paragrafo 28.8D) per generare dal 
DNA della milza di topi immunizzati con gli antige- 
ni di interesse una genoteca di geni Vy, facendo 
esprimere poi i suddetti geni da E. coli, e selezionan- 
do le colonie di E. coli che sintetizzino proteine in 
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Figura 34.19 Procedura per la produzione di anticorpi monoclonali; 
contro un antigene, X. Il terreno HAT, così chiamato perché contiene 
ipoxantina (hypoxanthine), ametopterina (metotrexato, un inibitore dei 
folati; paragrafo 26.4B) e timina, impedisce la crescita di linee muta- 
te, carenti di ipoxantina-guanina fosforibosil transferasi (HGPRT; un 
enzima di salvataggio delle purine che catalizza la formazione di IMP, 
precursore di AMP e GMP; paragrafo 26.2D). L'ametopterina blocca 
la sintesi de novo di purine, che le cellule HGPRT” non possono 
rimpiazzare attraverso la via di salvataggio, e timina, che è disponibi- 
le dal terreno HAT. Le cellule di mieloma HGPRT7 vengono fuse 
con linfociti derivati dalla milza di un topo immunizzato contro X, 
e la preparazione che ne risulta viene posta in terreno HAT. Questo 
trattamento seleziona le cellule fuse (ibridomi): la cellula di mieloma 
HGPRT- non può crescere in terreno HAT; i linfociti, che fanno 
HGPRT, non crescono in coltura; ma le cellule ibride, che hanno 
l’HGPRT dei linfociti e l'immortalità delle cellule di mieloma, prolife- 
rano. Singole cellule ibride sono quindi clonate e analizzate per la 
produzione di anticorpi anti-X. Un buon clone può essere cresciuto 
virtualmente in quantità illimitata, sia in coltura che come tumore 


nel topo, fino a sintetizzare la quantità di anticorpo monoclonale de- 
siderata. 
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grado di legare gli antigeni. Possono quindi essere 
generati, in pochi giorni e senza ricorrere alle lun- 
ghe e tecnicamente complesse tecniche di coltura cel- 
lulare necessarie per la produzione di anticorpi mo- 
noclonali (Fig. 34.19), dei domini Vg monoclonali ca- 
paci di legare l’antigene in modo specifico. Uno svan- 
taggio di questi domini Vy è che essi sono relativa- 
mente «appiccicosi», probabilmente in conseguenza 
delle superfici idrofobiche in essi esposte e che di 
norma sono coperte dai domini V, o V. Dovrebbe 
essere però possibile produrre con tecniche ingegne- 
ristiche dei domini Vy con migliorate proprietà. 

Gli anticorpi monoclonali non sono efficaci come 
agenti terapeutici nell’uomo perché l’uomo sviluppa 
una risposta immunitaria contro queste proteine mu- 
rine (ed è inattuabile, naturalmente, generare anti- 
corpi monoclonali umani così come si producono quel- 
li murini). Poiché sono state sviluppate tecniche atte 
ad «umanizzare» degli anticorpi monoclonali, i do- 
mini monoclonali Vg potrebbero dimostrarsi utili 
nella costruzione di anticorpi umani di valore tera- 
peutico. 


Le unità di omologia delle immunoglobuline 
sono ripiegate in modo analogo 


[1730] La struttura proposta delle immunoglobuline 
è stata confermata e precisata dall'analisi ai raggi X 
della struttura dei frammenti Fab e Fc, e di intere 
proteine mielomatose, eseguita da David Davies, Al- 
lan Edmondson, Robert Huber, Roberto Poljak e molti 
altri. La molecola IgG mostra una simmetria rotazio- 
nale, le cui unità di omologia formano domini sepa- 
rati (Fig. 34.20). Ognuno di tali domini è strettamen- 
te associato con un dominio di un’altra catena poli- 
peptidica, così che l’intera molecola può essere consi- 
derata come il risultato dell’unione di sei molecole 
globulari, due che formano il gambo della Y (regio- 
ne Fc) e due per ciascuno dei due bracci (regioni Fab; 
Fig. 34.15). 

Le unità di omologia delle immunoglobuline hanno 
tutte la stessa caratteristica struttura ripiegata del- 
le immunoglobuline, un cilindro composto da due 
gruppi, uno di tre e uno di quattro, di foglietti 6 
antiparalleli, uniti da un legame disolfuro (Fig. 34.21). 
I domini V differiscono dai domini C principalmente 
per la presenza, nei domini V, di un’ansa polipepti- 
dica fiancheggiante ogni segmento di struttura 8 a 
tre foglietti. 

Le immunoglobuline, come è stato dimostrato sia 
da studi fisico-chimici che dalla comparazione delle 
strutture dedotte con analisi ai raggi X, mostrano una 
notevole flessibilità intersegmentale. Ciò è particolar- 


1731) 


Fisiologia molecolare 1271 


© B8-08-10538-5 


Figura 34.20 Struttura ai raggi X di un anticorpo intatto. | siti di lega- 
me con l’antigene sono localizzati alle estremità dei due bracci Fab 
orizzontali, formati dall’associazione delle catene leggere (le cui su- 
perfici sono indicate da punti blu-verdi) e delle catene pesanti (punti 
blu). Gli atomi C, delle regioni variabile e costante nelle braccia Fab 
sono connessi da linee rosse e verdi, rispettivamente, mentre gli ato- 
mi C, delle catene pesanti nel segmento Fc soho connessi da linee 
bianche. L'asse di simmetria della molecola è verticale. La catena 
leggera quindi è di fronte alla catena pesante ad essa associata a sini- 
stra, e dietro a destra. Si confronti questa figura con la Fig. 34.15. 
(Per gentile concessione di Arthur Olson, Research Institute of Scripps 
Institute. Struttura ai raggi X determinata da David Davies.) 


mente evidente nella cosiddetta regione cerniera 
della proteina, quel segmento cioè che unisce ciascu- 
na delle due regioni Fab alla regione Fc (Fig. 34.15; 
da notare come la IgG mostrata in Fig. 34.20 sia me- 
glio descritta come a forma di T). Poiché la struttura 
di base delle immunoglobuline deve essere adattabi- 
le a una enorme varietà di antigeni, la sua flessibilità 
presumibilmente facilita il legame con l’antigene per- 
mettendo un incastro ottimale tra l’antigene e il suo 
sito combinatorio. La molecola di carboidrato delle 
immunoglobuline è saldata tra le unità di omologia 
Cy1 e Cy2 e quindi contribuisce anch’essa a modu- 
lare le interazioni tra le regioni Fab e Fc. 


Anse 
ipervariabili 


Fa 


Dominio costante ‘‘ 


I siti di legame con l’antigene 
sono complementari agli antigeni corrispondenti 


Le proteine mielomatose, su cui si basano mol- 
te delle nostre informazioni sulla struttura delle im- 
munoglobuline, sono il prodotto di cellule cancerose 
che forse, in origine, avevano proliferato in risposta 
ad un antigene, peraltro ignoto. Purtuttavia, analiz- 
zando molti composti differenti sono stati identifica- 
ti apteni in grado di legarsi a particolari proteine mie- 
lomatose. 

La struttura ai raggi X di numerosi complessi 
aptene-proteina mielomatosa dimostra che il sito di 
legame con l’antigene di una immunoglobulina si tro- 
va sulla punta di ogni regione Fab, in un solco tra 
le sue unità Vi e Vy (Fig. 34.15). La dimensione e 
la forma di questo solco dipendono dalla sequenza 
amminoacidica delle unità Vr e Vy e le sue pareti so- 
no formate, come predetto, dai sei segmenti iperva- 
riabili (CDR; Fig. 34.22). I complessi aptene-anticorpo 
assomigliano, non sorprendentemente, ai complessi 
enzima-substrato (Fig. 34.23); entrambi i tipi di asso- 
ciazione coinvolgono legami di van der Waals, inte- 
razioni idrofobiche, legami idrogeno e interazioni io- 
niche. Inoltre, i complessi antigene-aptene ed enzima- 
substrato esibiscono la stessa gamma di costanti di 
dissociazione, che va da 107* a 107!%M e corrispon- 
de a energie di legame di 25 fino a 65 kJ: mol7!. 

I complessi aptenc:anticorpo sono modelli imper- 
fetti di complessi antigene-anticorpo poiché un apte- 
ne riempie solo parzialmente il corrispondente sito 
di legame. Di recente, tuttavia, è stata descritta la 
struttura ai raggi X di tre complessi tra lisozima del- 
l’albume di uovo di gallina (HEW) e frammenti Fab 
derivati da diversi anticorpi monoclonali anti-lisozima 
di HEW. Ognuno di questi frammenti Fab si lega a 
porzioni indipendenti, a forma irregolare, di ampiez- 
za all’incirca di 700 À?, della superficie della mole- 


Figura 34.21 La configurazione ripie- 
gata di una catena leggera di una pro- 
teina mielomatosa. Entrambi i domini 
variabile e costante assumono il ripie- 
gamento tipico delle immunoglobuli- 
ne: un sandwich cilindrico di quattro 
foglietti 8 ad andamento antiparallelo 
(frecce blu) e di tre foglietti 8 ad an- 
damento antiparallelo (frecce marro- 
nî) legati da un ponte disolfuro (giallo). 
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Figura 34.22 Modello della struttura ai raggi X di sette diverse unità 
Vy sovrapposte sui loro residui strutturali conservati. Lo scheletro C, 
è colorato in grigio chiaro per i residui strutturali (non-CDR), in rosso 
per CDRI, in giallo per CDR2, e in verde per CDR3. Notate come 


le variazioni conformazionali tra queste strutture abbiano sede quasi . 


interamente nei loro CDR. I CDR delle unità V, mostrano variazioni 
analoghe. (Per gentile concessione di Elizabeth Getzoff, Victoria Ro- 
berts, Michael Pique e John Tainer, Research Institute of Scripps Clinic.) 


Figura 34.23 Modello di struttura ai raggi X che mostra il legame 
di un aptene, la fosforilcolina (verde), con il sito che lega l’antigene 
di un frammento Fab. Le catene C, delle subunità VH e VL sono 
rappresentate dai tubi rossi e blu. La superficie della proteina è rosa 
sfumato quando vista dall'esterno e blu chiaro quando vista dall’inter- 
no. Notate la complementarietà precisa tra l’aptene e il suo sito di 
legame. (Per gentile concessione di Arthur Olson, Research Institute 
of Scripps Clinic. Struttura ai raggi X determinata da David Davies.) 
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cola di lisozima in modo tale che le catene laterali 
da essa protrudenti si incastrano precisamente nelle 
depressioni dei corrispondenti anticorpi (Fig. 34.240). 
In ciascuna di queste associazioni tutti e tre i fram- 
menti CDR di Fab partecipano al legame con il lisozi- 
ma. Questi complessi, analogamente a quanto accade 
in altre associazioni proteina-proteina conosciute, s0- 
no cementati da una serie di interazioni, di van der 
Waals, legami salini e legami idrogeno ad alta com- 
plementarietà e quindi in grado di escludere solven- 
ti. In parecchie di queste interazioni, lo scheletro del 
lisozima e le sue catene laterali mantengono delle con- 
formazioni identiche a quelle riscontrabili nel lisozi- 
ma isolato (paragrafo 14.2A) ma, in altre, si manife- 
stano significative variazioni locali di conformazione 
(questa comparazione non può essere estesa ai fram- 
menti Fab leganti il lisozima perché non sono stati 
cristallizzati da soli). 

L’assoluta specificità degli anticorpi anti-lisozima 
per i rispettivi siti antigenici è dimostrata dall’effet- 
to della sostituzione di un singolo amminoacido sulla 
superficie di contatto del lisozima. La costante di dis- 
sociazione della immunoglobulina anti-lisozima di 
HEW chiamata D1.3 è 2,2x 1078M. Le costanti di dis- 
sociazione di questo anticorpo monoclonale con il li- 
sozima di pernice, quaglia della California e di tac- 
chino, quasi identici a quello di gallina, sono però 
tutte >1075m. In tutte queste molecole di lisozima 
il residuo GIn 121, che sporge notevolmente dalla su- 
perficie del lisozima di HEW per infilarsi nel corri 
spondente sito di legame antigenico di Fab (Fig. 
34.24h), è rimpiazzato da His. 

Quali sono le caratteristiche speciali, se ci sono, di 
un epitopo (sito antigenico) a cui si legano gli anti- 
corpi? Tutti gli epitopi dei lisozimi sopradescritti so- 
no formati da 14 o 16 residui esibiti sulla superficie 
di due o più segmenti polipeptidici. Alcuni di questi 
residui mostrano alta mobilità (paragrafo 8.2), ma al- 
tri no. L'osservazione quindi che il nostro campione 
di solo tre complessi anticorpo-lisozima copre circa 
metà della superficie del lisozima suggerisce forte- 
mente che l’intera superficie accessibile di una pro- 
teina è potenzialmente antigenica. 


Il confronto tra la struttura di un anticorpo 
preso singolarmente e visto in complesso 
con il proprio antigene 


[1732] Anche se è stata descritta la struttura ai raggi 
X di numerosi frammenti Fab sotto forma di com- 
plesso con l’antigene proteico contro cui essi erano 
diretti (Fig. 34.24), in nessuno di questi casi il fram- 
mento Fab era stato cristallizzato di per sé. Di recen- 
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te, però, è stata determinata la struttura ai raggi X 
di un Fab generato contro un omologo di 19 residui 
dell’elica C della mioemeritrina (una proteina capa- 
ce di legare l’ossigeno di un verme di mare), sia da 
solo che sotto forma di complesso con il suo antige- 
ne. La conformazione adottata dal peptide legato al 
Fab è molto diversa dalla conformazione che esso as- 
sume nella mioemeritrina (la cui struttura ai raggi 
X era stata determinata in precedenza) e da solo in 
soluzione (come è stato determinato con la tecnica 
dell’NMR). In seguito al legame con l’antigene, il Fab 
mostra solo poche e piccole modificazioni conforma- 
zionali della catena principale e delle laterali che so- 
no per la maggior parte in prossimità del sito che 
lega l’antigene. Queste osservazioni pongono quindi 
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Figura 34.24 Lisozima dell'albume d'uovo di 
pollo sotto forma di complesso con anticorpi 
monoclonali derivati contro di esso. (a) Un 
collage di tipo vista esplosa che mostra come 
tre diversi Fab anti-lisozima interagiscono col 
lisozima (a/ centro) nella struttura ai raggi X 
dei rispettivi complessi. Le proteine sono rap- 
presentate dalle loro catene C_, e le superfi- 
ci che interagiscono sono sottolineate dalle 
superfici punteggiate giustapposte. Notate che 
le tre strutture cristalline da cui è stato ricava- 
to questo disegno contengono ciascuna solo 
una specie di Fab; i Fab non cristallizzano 
insieme. (Per gentile concessione di Steven 
Sheriff e David Davies, NIH.) (b) Struttura ai 
raggi X del lisozima dell’albume d'uovo di 
pollo in complesso con il Fab anti-lisozima 
chiamato D1.3 (parte a, in alto a destra). In 
questa rappresentazione, in cui sono riempiti 
gli spazi, la catena L del Fab è gialla, la sua 
catena H è blu, la molecola di lisozima è ver- 
de e il residuo GIn 121 del lisozima è rosso. 
(Fonte: AMIT, A. G., MARIUZZA, R. A., PHILLIPS, 
S. E. V. e POLJAK, R. J., Science, 233, p. 749, 
1986.) 


la questione di come un anticorpo possa legare sia 
un polipeptide che la proteina di cui il polipeptide 
è un componente. 


C. La generazione 
della diversità degli anticorpi 


[1733] Il sistema immunitario ha la capacità di gene- 
rare anticorpi contro quasi tutti gli antigeni che in- 
contra; esso può produrre una varietà virtualmente 
illimitata di siti leganti l’antigene. Qual è l’origine 
di questa enorme diversità? Ci si potrebbe ragione- 
volmente aspettare che l’espressione dei geni delle 
immunoglobuline rispecchi quella di altre proteine, 
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nel senso che ogni diversa catena H e ogni diversa 
catena L siano codificate nella linea germinale da un 
gene separato. Se questo fosse vero, per codificare 
i miliardi di anticorpi differenti che ogni vertebrato 
sembra in grado di produrre sarebbe necessario un 
numero enorme di questi geni. Per esempio, ci vor- 
rebbero 103 geni per catene H e altrettanti per cate- 
ne L per codificare 103 x 105= 105 diverse immuno- 
globuline. Tuttavia, studi effettuati mediante ibridiz- 
zazione di sonde radioattive di cDNA trascritti da 
RNA messaggeri delle immunoglobuline mostrano 
che il genoma di un embrione di topo, per esempio, 
contiene troppo pochi geni per le immunoglobuline 
per poter dare origine al livello di diversità anticor- 
pale riscontrato nel topo; questa cosiddetta ipotesi 
della linea germinale viene quindi scartata. 

Sono stati presi seriamente in considerazione altri 
due modelli per spiegare l’origine della diversità de- 
gli anticorpi: 


1. L'ipotesi della ricombinazione somatica, che 
è stata originariamente formulata, nel 1965, da 
William Dreyer e Claude Bennett, propone che 
la diversità degli anticorpi sia generata per ricom- 
binazione genetica tra un numero relativamente 
piccolo di segmenti genici codificanti la regione va- 
riabile di una catena immunoglobulinica. Questo 
processo dovrebbe avvenire per ricombinazione 
intracromosomica durante il differenziamento del- 
le cellule B, così che ogni clone B esprime una 
immunoglobulina assolutamente unica. 

2. L'ipotesi della mutazione somatica propone 
che la diversità degli anticorpi sia la conseguenza 
di una frequenza estremamente alta di mutazioni 
geniche durante il differenziamento delle cellule B. 
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Vedremo più avanti che entrambi questi meccani 
smi contribuiscono a generare la diversità degli anti- 
corpi. 


I geni della catena leggera x sono assemblati 
a partire da una serie di segmenti genici 


Gli studi della sequenza di DNA effettuati da 
Leroy Hood, Philip Leder e Susumu Tonegawa han- 
no dimostrato che ciascuna catena leggera x è codifi- 
cata da quattro esoni (Fig. 34.25): 


1. Un segmento L, o leader, che codifica un pep- 
tide segnale idrofobico di 17-20 residui. Questo po- 
lipeptide guida le neosintetizzate catene x al reti- 
colo endoplasmatico ed è quindi escisso (paragra- 
fo 11.3F). 

2. Un segmento V, che codifica i primi 95 residui 
dei 108 che costituiscono la regione variabile del- 
la catena x. 

3. Un segmento /, o giunzionale (da non confon- 
dersi con la catena J delle IJA e IgM) che codifica 
i rimanenti 13 amminoacidi della regione varia- 
bile. 

4. Il segmento C, che codifica la regione costante 
della catena x. : 


L'assetto di questi esoni nei tessuti embrionali umani 
(che non fanno anticorpi) è notevolmente diverso da 
quello riscontrato nelle famiglie di geni che abbiamo 
incontrato -in precedenza. I segmenti L, e V, sono 
separati da un introne come capita in altri geni divi 
si in più parti. Tuttavia la famiglia di geni della cate- 
na x contiene una schiera di —150 di queste unità 
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Lx+ Vy; di — 400 bp, separate l’una dall’altra da spa- 
ziatori di — 7 kb. Questa sequenza di paia di esoni 
è seguita, ben più a valle, da 5 segmenti ], a inter- 
valli di — 300 bp, da uno spaziatore di 2,4 kb e da 
un singolo segmento C,. 

L’assemblaggio di un mRNA per una catena x è 
un processo complicato che coinvolge sia la ricombi- 
nazione somatica che lo «splicing» genico selettivo (Fig. 
34.25). Nel topo, il primo passo di questo processo, 
che avviene in un progenitore di ciascun clone B, 
è una ricombinazione intracromosomica che unisce 
una unità L,-V, ad un segmento /,, con l’elimina- 
zione delle sequenze che si trovano in mezzo. Poi, 
in generazioni cellulari successive, l’intero gene mo- 
dificato viene trascritto e sottoposto a splicing seletti- 
vo in modo da unire l’unità L,-V,J, al segmento Cy. 
In questo passaggio, anche i segmenti L, e V, sono 
uniti, dando origine a un mRNA che codifica uno 
di ciascuno degli elementi che costituiscono un gene 
della catena x. i 

La presenza di sequenze altamente conservate al 
3’ di ogni segmento V, e al 5’ di ogni segmento J, 
suggerisce che i siti di ricombinazione siano accura- 
tamente selezionati. La sequenza V, è immediata- 
mente seguita dalla sequenza eptamerica CACAGTG, 
da uno spaziatore di 12+1 nucleotidi e da un nona- 
mero ricco di AT. Il segmento /, è preceduto dal- 
l’eptamero complementare, da uno spaziatore di 
23£1 nucleotidi e dal complementare nonamero ric- 
co di AT. Evidentemente, queste sequenze possono 
combinarsi, sotto l’influenza di un sistema di enzimi 
ricombinatori non ancora identificato, per formare 
una struttura a stelo e ansa che funziona come se- 
gnale di ricombinazione (Fig. 34.26). 


La flessibilità di ricombinazione 
contribuisce alla diversità degli anticorpi 


1735]Il congiungimento di 1 dei 150 segmenti V, 
con 1 dei 5 segmenti /, può generare solo 
150x5=750 diverse catene x, un numero di molto 
inferiore a quello osservato. Tuttavia, l’analisi di molti 
eventi combinatori a carico degli stessi segmenti V, 
e J, ha rivelato che il sito di ricombinazione V/J non 
è definito precisamente; questi due segmenti genici si 
possono unire a punti di crossing over diversi (Fig. 


Nonamero 


Eptamero 


catena x 


Figura 34.26 La famiglia dei geni x nella configurazione della linea 
germinale contiene eptameri e nonameri complementari che seguo- 
no ciascun segmento V, e precedono ciascun segmento /,. Si pensa 
che queste sequenze medino la ricombinazione somatica formando 
la struttura a stelo ed ansa qui illustrata. 


94 95 96 97 
Val Gin 
Vv, GT TICA TICT TICGA 
J, AT G.GCAAGCITTG 
Ser Leu 
Val His 
V, GT T|/CAT.CTT|CGA 
L WTGSCAAGGPTG 
Ser Leu 
Val His 
Vv, GT T|C A TICTT|CGA 
Jx AT GIG C AIA GCITTG 
Arg |! Leu 
Val His 
Vx GT TICA TjCT T[CGA 


Figura 34.25 L'organizzazione e il riarrangiamento della famiglia dei ge- 
ni della catena x del topo. La famiglia dei geni della catena x nella linea 
germinale (1) consiste di circa 150 coppie, una di seguito all'altra, di 
segmenti L, e V, seguiti da 5 segmenti /, e da un segmento C,. Duran- 
te il differenziamento del linfocita, una singola unità L,-V, è unita ad 
una unità /, tramite ricombinazione somatica (2). Nella progenie di cel- 
lule 8 il gene riarrangiato è trascritto (3) e sottoposto a splicing (4) in 
modo da unire gli esoni L,, V, e /, precedentemente selezionati all'eso- 
ne C,. 


34.27). Di conseguenza, l'identità degli amminoacidi Ji AT GIG C AIAGCITTG 

codificati dai codoni posti nelle vicinanze del sito di Leu |! Leu 

ricombinazione V/J dipende da quale parte della se- 
| quenza deriva dal segmento V, della linea germi- 
| nale e da quale parte deriva dal segmento J, della 
| linea germinale. Gli amminoacidi codificati dai codo- 
Ì 
| 


Figura 34.27 Il punto di crossing over a cui si ricombinano somatica- 
mente le sequenze V, e /, varia di parecchi nucleotidi, dando quin- 
di origine a diverse sequenze nucleotidiche (bande marroni) nel gene 
x attivo. Per esempio, come indicato qui, l'amminoacido 96, che 
ha sede nella terza regione ipervariabile della catena x, può essere 
Ser, Arg o Leu. 


ni che circondano il sito giunzionale del processo di 
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ricombinazione formano la regione ipervariabile della 
catena leggera in prossimità del residuo 96 (CDR3; 
Fig. 34.18). Assumendo che questa flessibilità di ri- 
combinazione aumenti la possibile diversità delle ca- 
tene x di 10 volte, il numero di catene x diverse che 
ci si aspetta sale a 150x5x10=7 500. 
L’imprecisione della giunzione V// spesso determi 
na la perdita casuale di alcuni nucleotidi dalle por- 
zioni terminali dei segmenti V, e J,.. Come conse- 
guenza, fino a due terzi dei prodotti di ricombina- 
zione presentano una cornice di lettura fuori fase a 
valle del punto di ricombinazione, con produzione 
quindi da parte del gene risultante di una proteina 
nonsenso. Queste proteine non sono espresse. Una 
cellula in cui è avvenuto un evento di ricombinazione 
non produttiva tenterà ulteriori riarrangiamenti per 
costituire un gene x tra le sue rimanenti unità L,-Vy 
e], e se tutti questi falliscono riarrangerà i suoi ge- 
ni \ (vedi più avanti). Questo fenomeno spiega come 
le cellule che esprimono x hanno raramente i loro 
geni  riarrangiati, mentre cellule che esprimono \ 
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hanno invariabilmente i loro geni x riarrangiati. Il 
meccanismo per cui una cellula è in grado di ricono- 


x 


scere un riarrangiamento produttivo è sconosciuto. 


Le catene leggere \ derivano 
da regioni costanti multiple 


Le famiglie di geni codificanti le catene leggere 
x e), che hanno sede su cromosomi differenti, hanno 
sistemazioni diverse dei loro segmenti L, V,J e C della 
linea germinale. Il topo ha solo due segmenti L\-Vi, 
ciascuno seguito da un paio di unità /-C\ (Fig. 34.28). 
Il topo quindi mostra una variabilità della catena \ re- 
lativamente bassa se paragonata a quella della catena 
x. Questa è probabilmente la ragione del fatto che il 
95% delle catene leggere murine sono x e solo il 5% 
\. Nell’uomo, al contrario, ci sono molte più unità L\- 
Vi e \-Cx che nel topo; nelle immunoglobuline uma- 
ne le catene x e ) sono approssimativamente rappre- 
sentate in parti eguali. 


Figura 34.28 L'organizzazione della linea germinale della famiglia dei 
geni \ nel topo. /\4 è uno pseudogene. 


DNA della catena pesante nella linea germinale 


Figura 34.29 L'organizzazione e il riarrangiamento della famiglia dei geni 
delle catene pesanti nell'uomo. Questa famiglia di geni consiste di una 
sequenza di circa 250 paia di segmenti genici Ly e Vy seguiti da circa 
10 segmenti D, 6 segmenti /4 e 8 segmenti Cu (uno per ogni classe o 
sottoclasse di catena pesante). Durante il differenziamento del linfocita, 


e. 
VIA STEN TIRRENI TATA RIC TERTIANITT EIA ANTIDOTO SANE 


una unità Ly-Vy viene unita per ricombinazione a un segmento Dea 
un segmento /;;. In questo processo al segmento D vengono affiancati 
corti segmenti di sequenza casuale chiamati regioni N. Nella cellula 8 
e nella sua progenie, trascrizione e splicing uniscono le unità LuVuN- 
D-Ny a uno degli 8 segmenti genici Cu. 


1737 


Fisiologia molecolare 1277 


® 88-08-10538-5 


I geni delle catene pesanti sono assemblati 
da quattro gruppi di segmenti genici 


[37]! geni delle catene pesanti sono assemblati con 
lo stesso meccanismo impiegato dai geni per le catene 
leggere, con in più l’aggiunta di un segmento D (D 
sta per diversità) di circa 13 bp tra i loro segmenti 
Vy e Ju. Nell'uomo, la famiglia dei geni codificanti 
le catene pesanti si trova su un cromosoma diverso 
da quelli delle due famiglie di catene leggere, ed 
è costituito da un gruppo di — 250 diverse unità Ly- 
Vy, da forse 10 segmenti D, da 6 segmenti Ju e da 
8 segmenti Cy, 1 per ciascuna delle 8 tra classi e 
sottoclassi delle immunoglobuline (Fig. 34.29). I seg- 
menti D codificano il nucleo della terza regione iper- 
variabile delle catene pesanti (Fig. 34.18). I segmenti 
Vy, D e Ju nella linea germinale sono fiancheggiati 
da segnali di ricombinazione del tipo eptamero- 
nonamero analoghi a quelli identificati nei geni del- 
le catene leggere (Fig. 34.30). Inoltre, î siti giunzio- 
nali V/D e D/J delle catene pesanti sono soggetti alla 
stessa flessibilità di ricombinazione descritta per i 
siti V/J delle catene leggere. Assumendo che questa 
flessibilità di ricombinazione contribuisca per un fat- 
tore di 100 alla generazione della diversità di una 
catena pesante, la ricombinazione somatica potrà co- 
sì generare circa 250x10x6x100= 1,5x 108 diverse 
catene pesanti di una data classe. Tenendo quindi 
in considerazione la diversità delle catene x (lascia- 
mo pure perdere quella delle catene À) ci possono 
essere fino a 7500x1,5x105=11 miliardi di diversi 
tipi di immunoglobuline per ciascuna classe, origina- 


‘ ti per ricombinazione somatica da circa 400 diversi 


segmenti genici. 


La mutazione somatica è una ulteriore fonte 
di diversità nella produzione degli anticorpi 


738] Nonostante l’enorme grado di diversità origi- 
nato dalla ricombinazione somatica per la produzio- 
ne degli anticorpi, le immunoglobuline sono soggette 
a un ulteriore livello di variabilità a causa di muta- 
zioni somatiche di due tipi: 


1. Durante l’unione Vy/D e D/Jy possono essere ag- 
giunti o sottratti alcuni nucleotidi dai punti di ri- 
combinazione. I nucleotidi aggiunti, che formano 
la cosiddetta regione N, danno origine ad unità 
NDN lunghe fino a 30 bp che codificano segmenti 
enormemente variabili delle catene pesanti lun- 
ghi da 0 a 10 amminoacidi (Fig. 34.29). David Bal- 
timore ha ipotizzato che le regioni N vengano ge- 
nerate per azione della deossinucleotidil tran- 


Nonamero 


Eptamero 


Catena pesante 


Figura 34.30 Sono rappresentati i siti di ricombinazione a stelo ed 
ansa della famiglia dei geni delle catene pesanti in configurazione 
germinale, che mediand'la ricombinazione somatica tra i segmenti 
Vy e D (a sinistra) e tra i segmenti D e Jy (a destra). Paragonateli 
ai segnali di ricombinazione dei geni della catena x (Fig. 34.26). Il 
requisito del sistema di ricombinazione di spaziatori di 20/21 e 11/13 
bp impedisce al sistema di saltare il segmento D unendo direttamente 
i segmenti Vy e /W 


sferasi terminale, una DNA polimerasi ad azio- 
ne indipendente da uno stampo presente nei pro- 
genitori delle cellule B, in grado di dare origine 
alle giunzioni dei vari segmenti genici delle cate- 
ne pesanti, ma probabilmente assente in genera- 
zioni successive, quando i segmenti genici delle 
catene leggere sono uniti. 

2. Le regioni variabili di entrambe le catene, pesanti 
e leggere, mostrano un grado di diversità supe- 
riore a quello che ci si aspetterebbe in base alla 
comparazione tra le loro sequenze amminoacidi- 
che e le corrispondenti sequenze della linea ger- 
minale. Queste regioni peraltro mutano a una fre- 
quenza di fino a 1075 sostituzioni di base per nu- 
cleotide per generazione cellulare, una frequenza 
che è per lo meno un milione di volte più alta 
della frequenza di mutazione spontanea in altri 
geni. Le cellule B e/o i loro progenitori sono appa- 
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rentemente in possesso di enzimi che mediano 
questa ipermutazione somatica dei segmenti ge- 
nici codificanti le regioni variabili delle immuno- 
globuline. Poiché la frequenza di attivazione e 
quindi proliferazione delle cellule B di memoria 
aumenta con l’affinità per l’antigene dei loro an- 
ticorpi di membrana, si pensa che l’ipermutazio- 
ne somatica sia il meccanismo con cui, nel corso 
di molte generazioni cellulari, gli anticorpi diven- 
tano «su misura» per un dato antigene. 


Questi processi di mutazione somatica portano il nu- 
mero di anticorpi diversi che possono essere prodotti 
nell’uomo a un numero di molti ordini di grandezza 
superiore agli 11 miliardi stimati sulla sola base del- 


.la ricombinazione somatica. Il numero finale è così 


alto, probabilmente circa 10!9, che un individuo sin- 
tetizza solo una piccola frazione del suo potenziale 
repertorio di immunoglobuline. La diversificazione 
somatica che deriva da entrambi i meccanismi di ri- 
combinazione e mutazione permette quindi a un or- 
ganismo individuale di far fronte, in una specie di 
lotta darwiniana, alla rapida frequenza di mutazio- 
ne dei microorganismi patogeni. 


L’esclusione allelica garantisce 
la monospecificità degli ‘anticorpi 


}] Le immunoglobuline sintetizzate da una data 
cellula B, come abbiamo visto, sono formate da due 
catene pesanti identiche e da due identiche catene 
leggere. Tale omogeneità è essenziale per il funzio- 
namento appropriato del sistema immunitario, dato 
che immunoglobuline costituite da due tipi di catene 
pesanti e/o leggere avrebbero due differenti siti di 
legame per l’antigene e non potrebbero quindi for- 
mare fitti reticoli intrecciati di antigene. Le cellule 


la 


B però, che come le altre cellule somatiche sono di-. 
ploidi, contengono due famiglie di geni che codifica- 


no le catene pesanti (un allele paterno e uno mater- 
no) e quattro famiglie di geni codificanti le catene 
leggere (due per x e due per )). Apparentemente 
le cellule B sono in grado di sopprimere l’espressio- 
ne di tutti gli alleli specifici per le catene pesanti e 
leggere tranne uno per tipo, un processo noto come 
esclusione allelica, inibendo l'ulteriore ricombina- 
zione somatica dei geni per le catene pesante e leg- 
gera dopo che sia avvenuto un riarrangiamento pro- 
duttivo. L’esclusione allelica è stata dimostrata speri- 
mentalmente tramite la microiniezione in uova fe- 
condate di topo di plasmidi contenenti geni riarran- 
giati per la catena x. Nei topi transgenici che ne sono 
derivati, la ricombinazione somatica dei geni per le 
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catene x endogene è risultata soppressa. Analoghi 
risultati sono stati ottenuti con i geni per le catene 
pesanti. Sebbene il meccanismo alla base della esclu- 
sione allelica sia in realtà sconosciuto, una ipotesi sug- 
gestiva prevede che i prodotti proteici di un riarran- 
giamento produttivo siano in grado di inibire ogni 
ulteriore analoga ricombinazione. 


Il passaggio dalla forma di membrana 
a quella secreta di un anticorpo 
richiede un cambiamento nel trascritto 
per la sua catena pesante 


Il modello della selezione clonale nella genera- 
zione degli anticorpi prevede che l’anticorpo esposto 
sulla superficie di una cellula B vergine abbia la stes- 
sa specificità per l’antigene dell’anticorpo secreto dalla 
sua progenie di cellule B mature. La molecola IgM 
di membrana (l’anticorpo sintetizzato dalle cellule B 
vergini) è ancorata alla membrana citoplasmatica per 
mezzo di un polipeptide idrofobico di 41 residui che 
forma l’estremità C-terminale della sua catena pesante 
(Em). Nella forma secreta di IgM (il primo anticorpo 
secreto dalle cellule B mature), la catena pesante (ps) 
ha un segmento C-terminale diverso, ma è per il re- 
sto identica. Come fa la cellula B a modificare la sin- 
tesi della sua catena pesante? 

Il gene riarrangiato che codifica la catena pesante 
è formato da otto esoni (Fig. 34.31): un segmento 
L che codifica il peptide segnale; una unità VD/ che 
codifica il dominio Vy; quattro esoni che codifica- 
no: il dominio Cy1, la regione cardine, il dominio 
Cy2 e il Cy3 (ancora un esempio di esoni ciascuno 
specifico per una unità polipeptidica funzionalmen- 
te significativa); e due esoni che assieme codificano 
la coda transmembrana di um. Nella formazione 
dell'mRNA specifico per um, il sistema di splicing 
esclude il segmento alla fine dell’esone Cy3 che co- 
difica la coda di pu; e l’intero trascritto viene con- 
cluso, come al solito, da poli(A). Nella formazione 
di mRNA per 4, tuttavia, il sistema di splicing con- 
serva il segmento 4; e il trascritto viene poliadeni- 
lato dopo questo punto, eliminando così la coda tran- 
smembrana. Come le cellule B stimolate dall’antige- 
ne alternino questi siti di splicing e di poliadenila- 
zione non è noto. 


Le cellule B possono cambiare la classe 
delle immunoglobuline che sintetizzano 


Le cellule B vergini sintetizzano prevalentemen- 
te ISM di membrana. La progenie di cellule B che 
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Codifica l'estremità C-terminale di us 


Codifica l'estremità C-terminale di um 
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Figura 34.31 Il gene Ca codifica entrambe le proteine um e 4& trami- 
te la selezione di siti alternativi di splicing e di poliadenilazione. 
Nell'mRNA di um (a sinistra) il segmento alla fine dell’esone C43 
(6), che codifica la coda 4, è stato rimosso e il trascritto è stato po- 
liadenilato dopo i due esoni che codificano il suo segmento trans- 
membrana (7 +8). L'MRNA di 4 (a destra), d'altro canto, viene po- 
liadenilato giusto dopo il suo segmento x, che viene mantenuto. 


Figura 34.32 Il cambiamento di classe mediato dal DNA. Un cambia- 
mento irreversibile, nella sintesi della catena pesante, dalla « a una 
regione costante a valle (indicata in questo esempio come y1) avvie- 
ne tramite una ricombinazione somatica tra le regioni di switch loca- 
lizzate a monte di tutte le regioni costanti tranne una. Ciascuna regio- 
ne costante consiste di molteplici esoni e codifica entrambi ì C-terminali, 
alternativamente, della proteina secreta e della proteina di membrana. 


sono state stimolate a proliferare possono tuttavia, 
alla fine, sintetizzare immunoglobuline di classi dif- 
ferenti che hanno le stesse regioni variabili della IgM 
originaria (da sottolineare che queste diverse classi 
immunoglobuliniche hanno diversi ruoli fisiologici). 
Le sequenze nucleotidiche specifiche per la regione 
variabile della catena pesante devono perciò essere 
giustapposte alle sequenze che codificano le regioni 


costanti dei vari tipi di catene pesanti. Qual è il mec- 
canismo di questo passaggio di classe? 

Le regioni a valle nella famiglia di geni per le cate- 
ne pesanti sono formate, come già abbiamo detto, 
da otto segmenti codificanti le regioni costanti delle 
varie classi e sottoclassi delle immunoglobuline (Fig. 
34.32). Il passaggio di classe può avvenire per rima- 
neggiamento sia di RNA che di DNA. Troviamo, di 


1280 Capitolo 34 


fatto, entrambi i meccanismi. Per quanto riguarda 
il meccanismo di rimaneggiamento dell’RNA, come 
responsabile del passaggio di classe, non è certo se 
si sia in presenza di un cambiamento di terminazio- 
ne della trascrizione, di poliadenilazione o di spli- 


Figura 34.33 | membri della superfamiglia genica delle immunoglo- 
buline, come (a) il recettore delle cellule 7, (b) le IgM di membrana, 
(e) le proteine MHC di classe | e (d) le proteine MHC di classe Il, 
hanno tutti una struttura a domini simile. Ciascuna di queste proteine 
contiene molteplici unità di omologia con le immunoglobuline (re- 
gioni marrone e viola). Notate che la catena pesante delle IgM ha 
quattro regioni costanti, mentre le IgG ne hanno tre (Fig. 34.15). Altri 
membri della superfamiglia genica delle immunoglobuline compren- 
dono la glicoproteina di superficie CD4 (detta alternativamente T4) 
delle cellule T helper, e la glicoproteina di superficie CD8 (alternati 
vamente T8) delle cellule 7 citotossiche e soppressorie. Queste pro- 
teine aiutano le cellule che le esibiscono in membrana a riconoscere 
le proteine MHC di classe | e di classe Il su altre cellule (paragrafo 
34.2A), presumibilmente legandosi a regioni non polimorfiche di queste 
proteine MHC (CD4 è anche il recettore di HIV, il virus dell'AIDS, 
il che spiega perché questo virus infetti specificamente le cellule 7 
helper). Evidentemente, i membri della superfamiglia genica delle im- 
munoglobuline sono specializzati per il riconoscimento molecolare 
e non sono limitati al solo sistema immunitario. La proteina chiamata 
N-CAM (molecola di adesione cellulare neuronale), infatti, che con- 
tiene regioni col tipico ripiegamento immunoglobulinico, partecipa 
al riconoscimento cellula-cellula ma non è un componente del siste- 
ma immunitario. 
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cing ma, in ogni caso, il risultato è rappresentato dal- 
la produzione di mRNA per le catene pesanti con 
l’identica regione variabile ma diverse regioni costan- 
ti. La cellula può quindi simultaneamente sintetizza- 
re due o più classi di immunoglobuline con lo stesso 
sito di legame con l’antigene. 

Il meccanismo di rimaneggiamento del DNA come 
responsabile del passaggio di classe richiede la ricom- 
binazione somatica della unità VD/ con la regione 
C di scelta. Durante questo processo, il segmento di 
DNA che si trova tra i due siti viene deleto, così che 
questo processo risulta progressivo ed irreversibile. 
Per esempio, nel processo di ricombinazione neces- 
sario per passare da IgM a IgG1 (Fig. 34.32) una cel- 
lula B perde i suoi segmenti C,, C; e C,, e la sua pro- 
genie non sarà più in grado di sintetizzare IgM, IgD 
o IgG3. Quella progenie, tuttavia, ha ancora la possi- 
bilità di passare alla sintesi di IgG2, IgE e IgA, poi- 
ché quella ricombinazione non tocca i segmenti C.,,, 
C. e Cy. Ciascuno dei segmenti Cy, con l’eccezione 
di C;, è preceduto da una regione S (o di switch) 
che consiste di molteplici e ripetuti piccoli elementi 
complementari (C; è espressa solo tramite rimaneg- 
giamento di RNA). Queste regioni S sono ritenute i 
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segnali di ricombinazioni usati per il passaggio di 
classe. 


D. | recettori 
per l’antigene dei linfociti 7 


742|1 recettori per l’antigene dei linfociti T, come 
abbiamo visto, sono per molti aspetti la controparte 
delle immunoglobuline nel sistema immunitario cel- 
lulare. Come le immunoglobuline, i recettori delle 
cellule T mostrano una enorme specificità nel legare 
l’antigene. I recettori dei linfociti T sono stati però 
molto difficili da caratterizzare poiché sono presenti 
solo come proteine sulla superficie cellulare e come 
tali sono quindi rappresentate in piccola quantità. Essi 
sono stati alla fine isolati nel 1983 mediante l’uso di 
anticorpi monoclonali diretti contro di loro, e carat- 
terizzati attraverso un processo di genetica inversa 
(paragrafo 33.3). ; 

Il recettore della cellula T consiste ‘di due catene 

polipeptidiche glicosilate, a e 8, che nell'uomo han- 
no un peso molecolare di 50 e 39 kD, rispettivamen- 
te. Ciascuna di queste catene ha un dominio variabi- 
le e uno costante, approssimativamente di eguale di- 
mensione, e un segmento C-terminale transmembra- 
na (Fig. 34.33a). Non è sorprendente, considerando 
le loro funzioni molto simili, che le subunità del re- 
cettore delle cellule T siano omologhe alle subunità 
delle immunoglobuline (Fig. 34.33b) quanto basta a 
far predire che i loro domini variabile e costante deb- 
bano assumere la ripiegatura tipica delle immuno- 
globuline. 
Le famiglie geniche delle subunità a e 6, inoltre, so- 
no organizzate ciascuna in gruppi di regioni V e J, 
con l'aggiunta di una regione D nella famiglia a. La 
ricombinazione somatica di queste regioni, mediata 
da sequenze di tipo eptamero-nonamero simili a quel- 
le che guidano l’analogo processo per i geni delle im- 
munoglobuline (Figg. 34.26 e 34.30), è alla base della 
generazione della diversità dei recettori delle cellule 
T. L’omologia tra le subunità dei recettori delle cellu- 
le T e le immunoglobuline indica che queste protei- 
ne hanno un progenitore comune. Ciò nonostante le 
famiglie di geni che codificano le catene a e 8 sono 
diverse dalle famiglie dei geni delle immunoglobuli- 
ne e, analogamente, sono situate su cromosomi diffe- 
renti. 


L’identificazione dei geni 
della recombinasi V(D)J 


1743] L'enorme diversità nella specificità di legame 


degli anticorpi e dei recettori per l’antigene dei lin- 
fociti T è in gran parte dovuta ad ùn processo di 
ricombinazione chiamato V(0)J joining (unione di 
VD). Questo processo unisce i geni dei segmenti 
variabili (V), di unione (/) e, quando presenti, di di- 
versità (D) a sette diversi loci genici (ai geni u, x e 
\ tra i geni delle immunoglobuline e ai geni a, 8, 
y e è nel caso del recettore per l’antigene delle cellu- 
le T; le catene y e è formano un secondo tipo di re- 
cettore per l’antigene delle cellule T che è simile a 
quello formato dalle catene a e 8). Il processo della 
giunzione di V(D)/ è strettamente regolato, nel senso 
che si verifica con un dato ordine temporale (Du, 
cioè, viene unito a Jy prima che Vy venga unito a 
DyJu) ed in modo aspecifico a seconda della linea cel- 
lulare (i loci del recettore delle cellule T, cioè, non 
sono mai completamente riarrangiati nelle cellule B). 
I segnali di ricombinazione che mediano la giunzio- 
ne V(D)/ (Figg. 34.26 e 34.30), che sono necessari e 
sufficienti a dirigere la ricombinazione, sono conser- 
vati tra i diversi loci e specie che utilizzano questo 
processo e sono funzionalmente intercambiabili. Que- 
st’ultima informazione suggerisce che tutte le rea- 
zioni di giunzione V(D)/ siano catalizzate da una sin- 
gola ricombinasi V(D)J evoluzionisticamente con- 
servata. 

La transfezione di DNA genomico in una linea cel- 
lulare priva di attività di ricombinasi V(D)/ induce 
questa attività in modo stabile. È stata quindi usata 
la tecnologia del DNA ricombinante per identificare 
un gene di attivazione della ricombinazione, 
RAG-1, che codifica, nell'uomo e nel topo rispettiva- 
mente, proteine presumibilmente di 1043 e 1040 re- 
sidui che mostrano sequenze identiche al 90%. RAG-1 
sembra essere parzialmente omologa al recettore per 
i glucocorticoidi, compresi i suoi residui Cys che le- 
gano i metalli (paragrafo 33.3) e sembra quindi esse- 
re, non sorprendentemente, una proteina che lega 
il DNA. Anche se la presenza di RAG-1 promuove 
la ricombinazione V(D)/, lo fa in modo scarsamente 
efficiente. Questa osservazione ha condotto all’iden- 
tificazione di un secondo gene evoluzionisticamente 
conservato, RAG-2, la cui cotransfezione con RAG-1 
determina un aumento di 1000 volte della frequen- 
za di ricombinazione V(D)/. RAG-2, che sul cromoso- 
ma è adiacente a RAG-1, codifica una proteina presu- 
mibilmente di 527 residui che non è correlata con 
RAG-1 né con alcuna altra proteina di cui sia nota 
la sequenza. Si ritiene quindi che RAG-1 e RAG-2 
codifichino due componenti della ricombinasi V(D) 
che agiscono sinergicamente anche se non è stata an- 
cora scartata l’ipotesi che i prodotti di questi geni 
regolino l’espressione della ricombinasi VID). È da 
sottolineare che non sono sconosciuti dei sistemi di 
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ricombinazione che richiedano la partecipazione di 
due proteine; per esempio, per l’escissione del DNA 
del batteriofago \ dal cromosoma dell’ospite E. coli 


sono necessari i prodotti dei geni int e ris (paragrafo 
32.3C). 


La struttura ai raggi X 
di un frammento del CD4 umano 


[1744] Il CD4 è una glicoproteina della superficie cel 
lulare che si trova principalmente sui linfociti T che 
riconoscono le proteine MHC di classe II, cioè le cel- 
lule T «helper». CD4 e recettore per l’antigene del lin- 
focita T interagiscono in modo coordinato con i com- 
plessi antigene-proteina MHC di classe II sulla super- 
ficie di una cellula che presenta l’antigene, come è 
necessario per avviare l’attivazione delle cellule 7 (Fig. 
34.13, al centro; il CD4 non è mostrato nella figura 
ma si sa che entra in contatto con regioni non poli- 
morfiche delle proteine MHC di classe II). Molto pro- 
babilmente, l’attività di tirosina chinasi associata al 
dominio citoplasmatico del CD4 è responsabile del- 
attivazione delle cellule T e, di conseguenza, il CD4 
potrebbe mediare in modo diretto la trasduzione del 
segnale dipendente dal ligande (il ruolo delle protei- 
ne chinasi tirosina-specifiche è discusso nel paragra- 
fo 34.4C). 

Il CD4 umano è il recettore per HIV (il virus del- 
l'AIDS). Il legame tra la proteina virale gp120 e il 
CD4 porta alla fusione della membrana della cellula 
T con quella del virus (HIV è un virus avvolto da 
membrana) ed è quindi la prima tappa dell’infezio- 
ne da HIV. Una potenziale strategia anti-AIDS, quin- 
di, è quella di interferire con l’interazione CD4-g8p120. 
Una forma ricombinante e solubile di CDA, infatti, 
si lega alla gp120 e potrebbe quindi, competendo con 
il CD4 sulla membrana delle cellule T, rivelarsi un 
utile agente anti-HIV. i 

Il CD4 è una proteina monomerica che consiste di 
una regione extracellulare (residui 1-371), di un seg- 
mento transmembrana (residui 372-395) e di una co- 
da citoplasmatica (residui 396-433). Il confronto tra 
le sequenze dimostra che i 100 residui N-terminali 
assumono il ripiegamento tipico delle immunoglobu- 
line e che i residui da 100 a 180, da 180 a 290 e da 
290 a 370 potrebbero fare lo stesso. La regione extra- 
cellulare del CD4 (il CD4 solubile) non è stata cristal- 
lizzata nel modo giusto per poter essere analizzata 
ai raggi X. È stata però cristallizzata una proteina 
ricombinante che comprende i due domini 
N-terminali del CDA (i residui 1-182 0 1-183) e la sua 
struttura ai raggi X è stata determinata in modo in- 
dipendente da due laboratori. 
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La catena polipeptidica del frammento di CD4 si 
ripiega in due domini di tipo immunoglobulinico (due 
dei quali sono rappresentati nella Fig. 34.21) in cui 
il segmento finale del foglietto 8 del dominio 
N-terminale si continua direttamente nel dominio 
C-terminale formando il primo segmento del suo fo- 
glietto 8. I due domini si associano strettamente tra- 
mite una vasta interfaccia idrofobica. Ne consegue 
che il frammento di CD4 è una molecola rigida a for- 
ma di bastoncino che è completamente priva dei seg- 
menti flessibili che fanno da gomito e cardine tra 
i domini di tipo immunoglobulinico delle molecole, 
per esempio, di IgG (Fig. 34.15). Le mutazioni che 
influenzano il legame della gp120 si raccolgono vici- 
no ad un lato del dominio N-terminale suggerendo 
quindi che il sito che lega CD4 sulla gp120 sia una 
scanalatura lunga circa 25 À e larga circa 12 À. 


E. II complesso 
di istocompatibilità maggiore 


plesso di istocompatibilità maggiore (MHC; histo si- 
gnifica tessuto) sono, come abbiamo visto, i marcato- 
ri in grado di presentare l’antigene usati dal sistema 
immunitario per distinguere le cellule del corpo da 
antigeni invasori (proteine MHC di classe 1) e le cellu- 
le del sistema immunitario da altre cellule (proteine 
MHC di classe II). Nei paragrafi seguenti metteremo 
in evidenza la struttura e le proprietà genetiche di 
queste proteine fondamentali. 


Proteine MHC di classe I 


[1746] Si possono facilmente trapiantare tessuti da una 
parte del corpo ad un'altra di un singolo individuo 
o tra individui geneticamente identici. Quando però 
si trapiantano tessuti tra individui diversi, anche se 
strettamente correlati, il trapianto è di solito distrut- 
to dal sistema immunitario di colui che lo riceve (fe- 
nomeno che rappresenta il maggiore ostacolo al tra- 
pianto di organi quali cuore e rene). Lo studio del 
fenomeno di rigetto del trapianto ha portato, qua- 
si 50 anni fa, alla scoperta delle proteine MHC di clas- 
se I, che sono quindi note anche come antigeni di 
trapianto. 

Le proteine MHC di classe I sono glicoproteine trans- 
membrana di — 44 kD che sono espresse sulla super- 
ficie di quasi tutte le cellule nucleate dei vertebrati. 
Le sequenze amminoacidiche di queste proteine sug- 
geriscono per queste molecole una struttura organiz- 
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zata in cinque domini che sono, andando dall’estre- 
mità C-terminale a quella N-terminale, un dominio 
citoplasmatico di —30 residui, un segmento trans- 
membrana di —40 residui, e tre domini esterni di 
—90 residui ciascuno denominati «3, a. e a (Fig. 
34.33c). Le proteine MHC di classe I sono invariabil- 
mente associate in modo non covalente e con rappor- 
to di 1:1 con la f2-microglobulina (82-m; Fig. 
34.33c), una proteina di 12 kD. La struttura ai raggi 
X di una proteina MHC di classe I (Fig. 34.34a), de- 
scritta da Don Wiley e Jack Strominger, mostra che 
tanto il suo dominio 3 quanto la 8:-microglobulina, 
entrambe omologhe alle immunoglobuline, assumo- 
no il ripiegamento tipico delle immunoglobuline. Evi- 
dentemente, tutte queste proteine, assieme ai recetto- 
ri delle cellule T, sono evoluzionisticamente correlate 
e formano quindi una superfamiglia genica (un grup- 
po di geni correlati dal punto di vista evoluzionistico 
ma divergenti per quanto riguarda le loro funzioni). 

La struttura ai raggi X delle proteinè MHC di classe 
I mostra che i domini omologhi a; e a, assumono 
una struttura relativamente piatta, costituita da un 
foglietto 8 ripiegato ad otto strisce ad andamento an- 
tiparallelo, complessivamente parallela alla membra- 
na cellulare e fiancheggiata da due a-eliche (Fig. 
34.34a e b). Il profondo solco che ne risulta, che ha 
dimensioni sufficienti ad accogliere un polipeptide di 
10-20 residui, è il logico candidato al ruolo di sito che 
lega il frammento, risultante dal rimaneggiamento 
di un antigene estraneo, che viene riconosciuto dal 
recettore di un linfocita T, assieme alla proteina MHC 
di classe I stessa (paragrafo 34.2A). La stessa struttu- 
ra descritta ai raggi X, infatti, contiene un «antigene» 
sconosciuto, adagiato nel solco, che deve essere stato 
co-purificato e co-cristallizzato con la proteina MHC 
di classe I. 


La struttura ai raggi X 
di una seconda proteina MHC di classe I 


{1747] Le proteine MHC di classe I, che consistono di 
un complesso 1:1 tra una catena @ e una catena di 
8,-microglobulina, hanno la funzione di presentare 
frammenti peptidici degli antigeni ai recettori delle 
cellule T. Il genoma umano codifica tre loci MHC di 
classe I, HLA-A, HLA-B, e HLA-C (Fig. 34.35), tutti estre- 
mamente polimorfici tra individui diversi. La strut- 
tura ai raggi X di una proteina HLA-A, HLA-2 (Fig. 
34.34) mostra come questa proteina possieda un pro- 
fondo solco che contiene una zona elettrondensa non 
meglio identificata che si presume rappresenti un 
frammento antigenico legato (o, più probabilmente, 
l’immagine media generata da una miscela di tali 


frammenti). È stata di recente determinata la strut- 
tura ai raggi X di una proteina allelica di HLA-A, 
HLA-Aw68. Le due proteine MHC di classe I differi- 
scono in 13 amminoacidi, 11 dei quali rivestono il 
solco che lega l’antigene. Anche se la conformazione 
delle due proteine è molto simile, sono significativa- 
mente diversi i dettagli della forma e della distribu- 
zione delle cariche dei loro solchi che legano l’anti- 
gene. Infatti, la non meglio identificata zona di den- 
sità elettronica che occupa il solco che lega l’antigene 
di HLA-Aw68 ha una forma caratteristicamente di- 
versa da quella che si riscontra in HLA-A2. Queste 
due strutture ai raggi X forniscono quindi una base 
strutturale che giustifica la specificità allelica nel le- 


game con l’antigene che è una proprietà nota delle 
proteine MHC. 


Proteine MHC di classe II 


[1748] La scoperta delle proteine MHC di classe II è 
derivata dall’osservazione di Baruj Benacerraf che de- 
terminate risposte immunitarie dipendenti dalle cel- 
lule T sono mediate da prodotti genici che non sono 
gli anticorpi. Per esempio, quando si inoculano delle 
cavie con un antigene semplice quale la polilisina, 
alcuni individui esibiscono una vigorosa risposta im- 
munitaria in risposta all’antigene, mentre altri non 
rispondono del tutto. La capacità del sistema immu- 
nitario di rispondere a un dato antigene semplice è 
quindi un carattere genetico dominante. Un piccolo 
numero di cosiddetti geni della risposta immuni- 
taria (Ir) è responsabile della capacità di un indivi- 
duo di rispondere a tutti gli antigeni semplici. (Un 
antigene naturale, qual è una proteina, è complesso, 
ha cioè numerosi e differenti epitopi, o determinanti 
antigenici, paragrafo 34.2B. Un individuo sarà, di con- 
seguenza, quasi sempre capace di sviluppare una ri- 
sposta immunitaria contro un antigene naturale.) 

Siccome i geni Ir mappano all’interno della regione 
MHC, essi sono ora noti come geni MHC di classe IL 
Essi codificano le due subunità di una glicoproteina 
transmembrana ed eterodimerica composta di una 
catena a di 33 kD e una catena ft di 28 kD, ciascuna 
delle quali è formata da due domini (Fig. 34.33d). 
La sequenza amminoacidica di queste due subunità 
dimostra che anche i domini C-terminali a: e 8: so- 
no membri della superfamiglia dei geni delle immu- 
noglobuline. La struttura dei domini a; e 8;, inol- 
tre, può essere sovrapposta in modo convincente a 
quella dei domini a, e a rispettivamente delle pro- 
teine MHC di classe I. Evidentemente le proteine MHC 
di classe I e di classe II sono strutturalmente oltre 
che funzionalmente simili. 
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Figura 34.34 La struttura ai raggi X di una proteina MHC di classe 
| umana, HLA-A2. La proteina è stata ottenuta tramite digestione con 
papaina di membrane cellulari derivate da cellule umane coltivate; 
la papaina digerisce la proteina al residuo 271, 13 residui dopo il 
suo segmento transmembrana. (a) Una rappresentazione a nastro del- 
la proteina indicante la' relazione tra i suoi domini immunoglobulina- 
simili, B,m e @3 (in basso), e i suoi domini polimorfici @1 e @7 (in 
alto). La proteina è orientata in modo che la membrana citoplasmati- 
ca da cui normalmente sporge sarebbe orizzontale alla base del dise- 
gno. Il sito di riconoscimento antigenico della proteina, che si ritiene 
localizzato nel solco tra le eliche a; e @3, sarebbe quindi facilmente 
accessibile dall'esterno della cellula. | legami disolfuro sono rappre- 
sentati dalle sfere gialle unite tra loro. (b) Veduta dall'alto dei domini 
a; € a2, che mostra la superficie che presumibilmente entra in con- 
tatto con il recettore T (immagine ruotata di 90° rispetto ad a). | domi- 
ni, ciascuno dei quali è costituito da quattro foglietti 8 antiparalleli 
seguiti da una lunga elica, si appaiano con una pseudo-simmetria 
formando una struttura relativamente piatta formata da otto foglietti 
B antiparalleli fiancheggiati dalle due eliche. Il solco che ne risulta, 
presumibilmente, forma il sito di legame per il frammento antigenico 
di 10-20 residui che la proteina MHC di classe | presenta al recettore 
T. La maggior parte dei residui polimorfici della proteina sono alli- 
neati alla superficie di questo solco, così come molti residui critici 
per il riconoscimento del recettore delle cellule 7. (c) La superficie 
di van der Waals della proteina (blu), vista dalla stessa angolazione 
di b, mostra un'area di addizionale densità elettronica (rosso) che 
occupa il sito di legame della proteina. Si ritiene che questa zona 
di densità elettronica addizionale rappresenti un «antigene» non iden- 
tificato che si era legato alla proteina prima della sua purificazione. 
{Per gentile concessione di Don Wiley, Harvard University.) 
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Figura 34.35 La mappa genetica del MHC che, nell'uomo, codifica 
le proteine HLA. L'ordine dei loci tra le parentesi quadre non è noto. 
I geni di classe III codificano numerose proteine del sistema del com- 
plemento (paragrafo 34.29). 
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Le proteine MHC sono altamente polimorfiche 


Il sistema MHC è stato estesamente studiato sia 
nel topo che nell'uomo. Nell’uomo le proteine MHC 
di classe I sono codificate da tre loci genici diversi 
benché omologhi, HLA-A, HLA-B e HLA-C (Fig. 34.35; 
HLA sta per «human leucocyte associated antigen», 
cioè antigene associato ai leucociti umani, dato che 
queste proteine furono inizialmente osservate sui leu- 
cociti) cosicché ciascun individuo è in grado di pro- 
durre fino a sei diverse proteine MHC di classe I (ve- 
di più avanti). Nell'uomo, ci sono anche tre proteine 
MKC di classe II le cui catene @ e 8 sono codificate 
da geni denominati DPa, DP8, DQA, DOB, DRa e DRB 
(Fig. 34.35). I geni MHC del topo, che occupano i loci 
H-2, sono arrangiati in modo analogo. 

La caratteristica più rilevante dei geni MHC di clas- 
se I e di classe II è l’alto livello di polimorfismo che 
raggiungono tra individui della stessa specie; essi rap- 
presentano infatti i più polimorfici geni noti dei ver- 
tebrati superiori. Ci sono ad esempio — 50 alleli per 
ciascuno dei geni MHC di classe I del topo; nell'uomo 
i numeri sono simili. È quindi altamente improbabi- 
le che due individui non correlati abbiano lo stesso 
gruppo di geni MHC. 

La maggior parte dei residui polimorfici sono rag- 

gruppati nella regione che forma i solchi che accol- 
gono l’antigene (Fig. 34.34b per le proteine MHC di 
classe I, e si assume anche per proteine MHC di clas- 
se II) così che ciascuna parte polimorfica si lega a 
un dato frammento antigenico con una affinità ca- 
ratteristica. Le precedenti osservazioni sul variare del- 
la risposta immunitaria con i geni MHC di classe II 
(Ir) suggerisce quindi che certe zone polimorfiche di 
proteine MHC di classe II siano meno efficaci di altre 
nell’associarsi con un dato epitopo. — 
Studi epidemiologici, infatti, indicano che certi alleli 
di geni MHC sono associati a una maggiore suscetti- 
bilità a particolari infezioni e/o malattie autoimmu- 
ni. Per esempio, il 95% di individui con diabete mel 
lito insulino-dipendente (paragrafo 25.3B) è portato- 
re al locus DR di almeno un allele DR2 o DR3, contro 
il 50% negli individui normali, mentre il morbo ce- 
liaco (una violenta reazione intestinale all’ingestione 
di glutine) è legato nel 100% dei casi all’allele DQw2 
del gene DO. 

Qual è la funzione del polimorfismo delle proteine 
MHC? Sembra improbabile che si sia evoluto solo per 
prevenire trapianti di tessuti. Ricordate, però, che 
i recettori per l’antigene dei linfociti T riconoscono 
gli antigeni solo quando questi sono presentati nel 
contesto di molecole MHC (paragrafo 34.2A). Se ogni 
componente di una singola specie di vertebrati aves- 
se un identico gruppo di proteine MHC, un agente 


patogeno i cui epitopi interagissero scarsamente con 
quelle proteine MHC sarebbe in grado di eliminare 
quella specie. Si ritiene, quindi, che il significato del 
polimorfismo dei geni MHC sia di prevenire l’evolu- 
zione di un agente patogeno con una tale capacità. 
La tendenza della selezione naturale è quindi di man- 
tenere in una popolazione una grande varietà di pro- 
teine MHC. 


F. Il sistema del complemento 


Gli anticorpi, con tutta la loro complicazione, 
servono solo a identificare antigeni estranei. Altri si- 
stemi biologici devono quindi inattivare ed elimina- 
re gli intrusi. Il sistema del complemento, una com- 
plessa serie di proteine plasmatiche che interagisco- 
no tra loro, è uno di questi sistemi di difesa essenziali. 
Il suo nome infatti indica che esso «complementa» 
l’azione degli anticorpi per eliminare gli antigeni. E 
lo fa in tre modi: 


1. Uccide cellule estranee legandosi alle loro mem- 
brane cellulari e lisandole, un processo conosciu- 
to come fissazione del complemento. 

2. Stimola la fagocitosi di particelle estranee, un pro- 
cesso chiamato opsonizzazione. 

3. Dà il via a una acuta reazione infiammatoria loca- 
le che isola l’area e attrae cellule fagocitiche. 


Nei paragrafi seguenti vengono descritte l’organiz- 
zazione e la funzione del sistema del complemento. 

Il sistema del complemento è composto da circa 20 
proteine plasmatiche (Tabella 34.3) che interagisco- 
no in due gruppi correlati di reazioni (Fig. 34.36): 
la via classica, dipendente dagli anticorpi, e la via 
alternativa, indipendente dagli anticorpi. Entram- 
be le vie consistono nell’attivazione sequenziale di una 
serie di serina proteasi, analogamente a quanto già 
descritto per il sistema di coagulazione del sangue 
(paragrafo 34.1). 

Il sistema del complemento ha una sua nomencla- 
tura particolare. La maggior parte dei nomi delle pro- 
teine del complemento è rappresentata dalla lettera 
«Cs maiuscola seguita dal numero del componente 
e, se la proteina è una subunità o un frammento di 
una proteina più grande, da una lettera minuscola. 
Le proteasi attivate sono indicate con una barra so- 
pra cifre e lettere che identificano il componente. Per 
esempio, C4b è una proteasi che è stata attivata per 
proteolisi di C4. 
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Tabella 34.3 Componenti proteiche del sistema del com- 
plemento 


Amplificazione 


Proteina Si Massa (kD) 
Unità di riconoscimento (C1) 
Cla AgBeCo 460 
Cir CA 166 
CI1s CE) 166 
Unità di attivazione 
C2 Monomero 102 
C3 aB 185 
C4 aBy 200 
Unità di attacco alla membrana 
C5 aB 191 
C6 Monomero 120 
C7 Monomero 110. 
C8 aBy 151 
C9 Monomero 71 
Via alternativa 
Fattore B Monomero 92 
Fattore D Monomero 24 
Properdina (P) c4 220 
Proteine regolatorie 
Fattore H Monomero 150 
Fattore | aB 88 
Proteina legante C4b 7 550 
Inibitore di C1 Monomero 110 
Proteina S Monomero 83 


Fonte: Rep, K.B.M., Essays Biochem., 22, p. 30, 1986. 
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Figura 34.36 Uno schema delle vie di attivazione del sistema del 
complemento. Le frecce colorate indicano le attivazioni proteoliti- 
che. Le proteasi attivate sono indicate da una barretta sopra il numero 
del componente. 


La via classica è attivata 
dai complessi antigene-anticorpo 


Nella via classica, le proteine del complemento 
formano tre complessi legati alla membrana cellula- 
re e che sono attivati sequenzialmente (Fig. 34.36, 
in alto): 


1. L’unità di riconoscimento che si assembla su 
complessi antigene-anticorpo legati alla membra- 
na cellulare. 

. L’unità di attivazione che amplifica il ricono- 
scimento attraverso una cascata di reazioni pro- 
teolitiche. 

3. Il complesso di attacco alla membrana (MAC) 
perfora la membrana citoplasmatica della cellula 
marcata dall’anticorpo causandone la lisi e quindi 
la morte. 


w 


L’unità di riconoscimento 


752] La via classica inizia quando C1, l’unità di ri- 
conoscimento, si lega specificamente a un aggregato 
antigene-anticorpo su una superficie cellulare. C1 è 
presente nel plasma sotto forma di un complesso de- 
rivato dalla aggregazione blanda di C1q, Cir e C1s. 
C1q è una straordinaria proteina di 18 catene poli- 
peptidiche, AgBgCe, in cui gli 80 residui N-terminali 
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Figura 34.37 La struttura della proteina del complemento C1a. (a) 
Fotografia al microscopio elettronico di C1q vista «di lato», che mo- 
stra i suoi 6 domini C-terminali attaccati a uno stelo centrale. (Per 
gentile concessione di Tibor Borso, USPHS-NIH.) (6) Rappresentazio- 
ne schematica di C1q. Il suo stelo centrale consiste di un fascio di 
6 triple eliche simili al collageno. Le triple eliche, di 80 residui, sono 
lunghe 80 x 2,9 = 227 À. (Fonte: PORTER, R.R. e Rep, K.B.M., Na- 
ture, 275, p. 701, 1978.) 


di ciascuna catena presentano la sequenza ripetuta 
Gly-X-Y caratteristica del collageno, dove X è spesso 
Pro e Y è spesso 4-idrossiprolina o 5-idrossilisina (pa- 
ragrafo 7.2C). Ciq è quindi un fascio di sei triple eli- 
che collageno-simili ciascuna terminante con un do- 
minio globulare C-terminale, tanto da formare un in- 
sieme che assomiglia ad un fascio di sei tulipani (Fig. 
34.37). Questi domini globulari sono quelli che si le- 
gano all’anticorpo, a sua volta legato all’antigene, ri- 
conoscendo le regioni Fc delle IgM e di numerose 
sottoclassi di IgG (sebbene non sia noto come o persi- 
no se la regione Fc di un complesso antigene-anticorpo 
differisca dal punto di vista conformazionale da quella 
di un anticorpo non legato). Inoltre, C1 è attivato so- 
lo se per lo meno due delle sue teste Ciq sono simul- 
taneamente legate a un anticorpo, un processo che 
richiede la partecipazione di almeno due IgG ma di 
una sola IgM (ricordate che le IgM sono pentameri- 
che). Le IgM sono quindi di gran lunga più efficienti 
delle IgG nell’attivare il sistema del complemento. 
Numerose sostanze estranee, compresi i lipopolisac- 
caridi batterici e le membrane virali, sono in grado . 
di attivare C1. 

I restanti componenti di C1, Cir e C1s, sono zimo- 
geni di serina proteasi, omologhi, che vengono atti- 
vati, come molti zimogeni del sistema di coagulazio- 
ne del sangue, attraverso una digestione proteolitica 
da cui derivano due catene legate da legami disolfu- 
ro. Il legame con il complesso antigene-anticorpo in- 
duce Ciq a legare più strettamente Cir e C1s, feno- 
meno che esita, con un processo Ca°* dipendente, 
nella autoattivazione di Cir. Cir a sua volta proteo- 
lizza specificamente C1s, il suo unico substrato cono- 
sciuto, originando Cis. 


L’unità di attivazione 


[1753] L’unità di attivazione è formata dai componen- 
ti derivati da C2, C3 e C4. Nella fase iniziale di for- 
mazione dell'unità di attivazione C1s digerisce CA, 
e il più grande dei frammenti che ne risultano, C4b, 
si lega covalentemente alla membrana cellulare nel- 
le vicinanze dell’unità di riconoscimento (vedi più 
avanti). C4b legato alla membrana proteolizza, in as- 
sociazione con Cis, specificamente C2. C2a, 
il frammento più grande che ne risulta, si combina 
con C4b per dare origine a C4b,2a, una proteasi chia- 
mata C3 convertasi, che scompone C3 in C3a e C3b. 
In ultimo, C3b si combina con C3 convertasi originan- 
do l’unità di attivazione C4b,2a,3b, conosciuta anche 
come C5 convertasi, che attiva proteoliticamente C5. 

Sia C4 che C3 hanno gruppi tioestere iper-reattivi 
nascosti che, una volta esposti, possono legare cova- 


A 
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lentemente queste proteine alla membrana cellulare. 
In C3 il gruppo tioestere consiste di un tiolo-Cys e 
di un gruppo y-carbossilico Glu che formano un anello 
macrociclico di sequenza Gly-Cys-Gly-Glu-Glu-Asn: 


H KH Glu 
ou NC N 
Gly v CH)— CH;— C00 
HN NH H Glu 
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Cys He lie ca 
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In seguito alla proteolisi di C3, il prodotto C3b subi- 
sce un riarrangiamento conformazionale che espone 
il suo gruppo tioestere. Il tioestere reagisce quindi 
con una ammina o un gruppo OH della superficie 
cellulare dando origine alla corrispondente amide o 
al legame estere e a un gruppo sulfidrilico libero su 
Cys. Il significato di questo processo è ulteriormente 
discusso in seguito. Si ritiene che C4 dopo attivazio- 


ne si comporti allo stesso modo. 


L’attivazione di C3, C4 e C5 stimola altre funzioni 
del sistema immunitario. C3b e, in misura minore, 
C4b sono opsonine, cioè sostanze che stimolano la 
fagocitosi (opsonizzazione), mentre C3a, C4a e C5a 
(un prodotto della reazione della C5 convertasi) sono 
tossine anafilattiche, sostanze cioè che stimolano 
reazioni infiammatorie acute locali e contrazione della 


muscolatura liscia. 


Il complesso di attacco alla membrana 


C5b, l’altro prodotto della reazione di C5 con- 
vertasi, non mostra alcuna attività proteolitica. Si le- 
ga invece sequenzialmente a C6 e C7 per formare 
un complesso che si inserisce spontaneamente nella 


membrana cellulare. 


Questo complesso C5b,6,7 lega quindi una molecola 


© 88-08-10538-5 


Figura 34.38 Il complesso di attacco alla membrana (MAC) è una 
struttura tubulare che forma un poro transmembrana nella membrana 
cellulare della cellula bersaglio. | pori generati dalle cellule 7 citotos- 
siche tramite le perforine hanno una struttura simile (perforina e C9 
sono omologhe) ma sono privi di un analogo del complesso C5b,6,7,8. 


di C8, e successivamente da 1 a 18 molecole di C9, 
formando il MAC. In quest’ultimo processo le moleco- 
le C9 polimerizzano formando una struttura tubula- 
re inserita nella membrana a cui si salda fermamen- 
te il complesso C5b,6,7,8 (Figg. 34.38 e 34.39). La lisi 
cellulare è una conseguenza sia del fatto che MAC 
forma dei canali di diametro tra 30 e 100 À che per- 
forano la membrana (Fig. 34.38) sia del fatto che, al- 
terando la circostante struttura della membrana, ne 
aumenta la perrheabilità. 

Entrambi i meccanismi permettono alle piccole mo- 
lecole della cellula, ma non alle sue macromolecole, 
di diffondere verso il mezzo circostante. L’acqua è 
quindi osmoticamente attirata dentro la cellula, gon- 


Figura 34.39 Fotografia al microscopio elettronico dei complessi ad 
anello di C9 visti lateralmente (frecce) e dall’alto (punte di freccia). 
(Per gentile concessione di Zanvil Cohn, Rockefeller University.) 
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fiandola e facendola scoppiare. Il sistema MAC ucci- 
de le cellule in modo molto efficiente; pochissimi com- 
plessi MAC, se non addirittura uno, possono lisare 
una cellula. 


La via alternativa è indipendente dagli anticorpi 


La via alternativa di fissazione del complemen- 
to (Fig. 34.36, in basso) utilizza molti componenti della 
via classica e, analogamente, produce una C5 conver- 
tasi che dà il via all’assemblaggio di MAC. Le due 
vie differiscono per il fatto che la via alternativa è 
anticorpo-indipendente. Si ritiene quindi che la fun- 
zione della via alternativa sia la difesa contro l’inva- 
sione da parte di microorganismi estranei prima che 
venga avviata una risposta immunitaria contro di es- 
si (anche la via classica può però fare questo). Una 
volta che è stata prodotta una quantità sufficiente 
di anticorpo la via alternativa assume un ruolo se- 
condario rispetto a quello della via classica. 

Si pensa che la via alternativa operi sempre a bassi 
livelli (vedi più avanti) così da produrre continua- 
mente piccole quantità di C3b, la stessa molecola pro- 
dotta dalla C3 convertasi della via classica. Nella via 
alternativa, però, C3b si associa alla proteina plasma- 
tica fattore B con una reazione Mg**-dipendente. 
Il complesso che ne risulta, C3b,B, è il solo substrato 
conosciuto della serina proteasi plasmatica attivata 
fattore D, che digerisce la subunità B di C3b,B per 
dare origine a C3b,Bb. Quest'ultimo complesso è una 
C3 convertasi equivalente ma distinta da quella della 
via classica. Essa converte C3 a C3b, che prende par- 
te alla formazione di altra C3 convertasi, con un pro- 
cesso che si amplifica ciclicamente. Il fattore C3b sup- 
plementare si lega anche alla C3 convertasi forman- 
do (C3b),Bb, una C5 convertasi diversa da quella del- 
la via classica ma ugualmente in grado di catalizzare 
la formazione di MAC. 

Qual è l'origine del C3b che è all’inizio della via 
alternativa? Esso può naturalmente provenire dalla 
via classica, nel qual caso la via alternativa agisce co- 
me meccanismo di amplificazione per l’attivazione 
del complemento indotta dagli anticorpi. Si ritiene, 
tuttavia, che in assenza di questo processo il legame 
tioestere della forma nativa di C3, reattivo ma non 
esposto, vada soggetto a una lenta idrolisi spontanea 
che produce una proteina, C3i, simile a C3b nella 
sua capacità a legare il fattore B e a mediare la sua 
attivazione catalizzata da D. La C3 convertasi che ne 
risulta genera, a sua volta, il vero C3b. 

Come fa la via alternativa ad identificare il suo ber- 
saglio, i microorganismi invasori? La concentrazione 
di C3b in soluzione è limitata da una proteina pla- 


smatica chiamata fattore I che, assieme ad una se- 
conda proteina, il fattore H, forma un complesso 
(1,H) capace di degradare proteoliticamente C3b in 
soluzione. Quando però C3b si lega covalentemente 
a una superficie il ritmo della sua degradazione si 
riduce drasticamente. Inoltre il complesso della C3 
convertasi legato alla superficie viene stabilizzato dal 
legame con la proteina plasmatica properdina (P), 
che protegge ulteriormente C3b dalla degradazione 
mediata da I,H e ritarda la dissociazione di Bb dalla 
C3 convertasi. Di conseguenza, più in fretta C3b si 
lega covalentemente a una superficie più lentamente 
viene degradato. Quelle sostanze a cui C3b si possa 
legare efficacemente sono quindi attivatori della via 
alternativa. Queste comprendono polimeri di origi- 
ne microbica come le endotossine, lipopolisaccaridi 
dei batteri gram-negativi, e gli acidi teicoici delle pa- 
reti dei batteri gram-positivi (paragrafo 10.3B), alcu- 
ni batteri in toto, funghi, e cellule infettate da alcuni 
virus. La via alternativa costituisce quindi una difesa 
efficace contro l’invasione da parte di microorgani- 
smi. Infatti, individui che sono geneticamente defici- 
tari di alcuni componenti del sistema del complemen- 
to sono molto suscettibili alle infezioni. 


Il sistema del complemento 
è rigidamente regolato 


[1756] L’incapacità di molti componenti del comple- 
mento a discriminare tra tessuti normali e sostanze 
estranee impone che il sistema del complemento sia 
mantenuto sotto stretto controllo, pena la distruzio- 
ne delle cellule dello stesso individuo. I danni, infat- 
ti, che si riscontrano in molte malattie autoimmuni 
sono causati dal sistema del complemento: questo si- 
stema è regolato tramite l’inattivazione dei suoi com- 
ponenti attivati. Questa avviene in tre modi: 


1. I componenti del complemento sono inattivati per 
decadimento spontaneo. I tioesteri iper-reattivi, 
per esempio, esibiti da C3b e C4b appena attivati 
reagiscono con l’acqua con una emivita di — 60 
us. Queste proteine non sono quindi a disposizio- 
ne della via classica, a meno che si attacchino a 
una membrana nelle immediate vicinanze della 
unità di riconoscimento che le attiva, alla mem- 
brana cioè del microorganismo invasore che ha 
scatenato la loro attivazione (e non a quella di una 
cellula qualunque). Analogamente la C3 conver- 
tasi della via classica, C4b,2a, è attiva solo transi- 
toriamente: il suo componente C2a si dissocia ra- 
pidamente con conseguente perdita dell’attività en- 
‘zimatica. 
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2. I componenti del complemento sono inattivati me- 
diante la loro degradazione ad opera di proteasi 
specifiche. La proteina legante C4b, per esem- 
pio, forma con il fattore I un complesso che inat- 
tiva proteoliticamente C4b, proprio con lo stesso 
principio con cui il complesso I,H, come abbiamo 
visto, degrada C3b. In apparenza, la proteina le- 
gante C4b e il fattore H agiscono come cofattori 
che dirigono il fattore I sui bersagli C4b e C3b. 
Da questo punto di vista, la proteina legante C4b 
limita l’attività della C3 convertasi della via classi- 
ca (C4b,2a) e della C5 convertasi (C4b,2a,3b), men- 
tre, come abbiamo visto, il fattore H fa lo stesso 
per le proteasi contenenti C3b in entrambe le vie, 
classica e alternativa. 

3. I componenti del complemento sono inattivati at- 
traverso la loro associazione con proteine specifi- 
che. Per esempio, l’inibitore di C1 si lega stret- 
tamente a Cir e C1s formando un complesso che 
dissocia, e quindi inattiva, l’unità di riconoscimen- 
to. La proteina S si lega in modo analogo agli 
elementi costitutivi di MAC nel plasma impeden- 
do il loro successivo attaccamento alle membrane 
cellulari. Tale adesione è di conseguenza limitata 
solo al sito di attivazione del complemento. 


La regolazione del sistema del complemento mira 
quindi a bersagliare invasori estranei cercando di con- 
tenere al massimo il danno cellulare. 


3. LA MOTILITÀ: 
MUSCOLI, CIGLI E FLAGELLI 


7] La caratteristica forse più sensazionale degli es- 


seri viventi è la loro capacità di movimento organiz- 


zato. Tale fenomeno si riscontra a tutti i livelli strut- 
turali e include processi vettoriali così diversi quali 
il trasporto attivo attraverso le membrane, la traslo- 
cazione della DNA polimerasi lungo il DNA, la se- 
parazione dei cromosomi che si sono replicati du- 
rante la divisione cellulare, il muvimento di flagelli 
e cigli, e, tra tutti il più ovvio, la contrazione mu- 
scolare. In questo paragrafo prenderemo in conside- 
razione le basi strutturali e biochimiche della moti- 
lità biologica. A questo scopo, ci concentreremo pre- 
valentemente sul muscolo striato, poiché è il siste- 
ma più familiare e meglio conosciuto. Discuteremo 
brevemente anche del muscolo liscio e di due mo- 
delli completamente diversi di sistemi mobili: quel- 
lo dei cigli degli eucarioti e dei flagelli dei procarioti. 
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A. La struttura del muscolo striato 


La muscolatura volontaria, che comprende tut- 
ti i muscoli scheletrici, quando viene analizzata al 
microscopio ottico ha un aspetto striato (Fig. 34.40). 
Questo tipo di muscolo è formato da lunghi fasci pa- 
ralleli di fibre muscolari del diametro da 20 a 100 
um (Fig. 34.41) (e di una lunghezza che può essere 
pari all’intera lunghezza del muscolo) che sono, in 
realtà, cellule giganti multinucleate che originano du- 
rante lo sviluppo del muscolo dalla fusione tra le estre- 
mità di numerosi precursori. Le fibre muscolari so- 
no, a loro volta, composte da fasci paralleli di circa 
un migliaio di miofibrille (dal greco: myos, musco- 
lo) di 1-2 pm di diametro, che possono estendersi per 
l’intera lunghezza di una fibra. 

Le immagini al microscopio elettronico mostrano 
che la striatura delle fibre muscolari origina da una 
sottostante struttura a bande determinata da molte- 
plici miofibrille in fase (Fig. 34.42). Le bande sono 
formate dall’alternanza di regioni più o meno elet- 
trondense, chiamate rispettivamente bande A e ban- 
de I (Fig. 34.43). L’unità ripetuta costitutiva della mio- 
fibrilla, cioè il sarcomero (dal greco: sarkos, carne), 
che è lunga da 2,5 a 3,0 um nel muscolo a riposo 
ma si accorcia progressivamente durante la contra- 
zione, è limitata da linee Z o dischi Z, scure, elet- 
trondense, al centro di ogni banda I. La banda A ha 
al centro la zona H, più chiara che, a sua volta, pre- 
senta al centro la linea o disco M, scura. 

Una sezione trasversa del sarcomero rivela l’origi- 
ne di questo aspetto a bande. Le zone H contengono 
una schiera di filamenti spessi di 150 À di diame- 
tro, paralleli tra loro e arrangiati a formare un esa- 
gono, mentre le bande I, più chiare, sono formate 
da un numero doppio di filamenti sottili, del dia- 


x 
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Figura 34.40 Una fotografia al microscopio di una fibra muscolare 


in sezione longitudinale. Sono chiaramente visibili le bande trasver- 
sali A, scure, e |, chiare. (J.C. Révy/CNRI.) 
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(b) Fascio di fibre 
muscolari 


Figura 34.41 Organizzazione dei muscoli scheletrici. Un muscolo 
(a) consiste di un fascio di fibre muscolari (b), ciascuna delle quali 
è una lunga e sottile cellula multinucleata (0), che può essere lunga 
quanto l'intera lunghezza del muscolo. Le fibre muscolari contengo- 
no fasci di miofibrille (d) allineate lateralmente, che consistono di 
fasci di filamenti spessi e filamenti sottili alternati. 


metro di 70 À e sistemati ad esagono, che sono anco- 
rati al disco Z. Le aree più scure alla fine di ogni 
banda A rappresentano le regioni dove i due gruppi 
di fibre sono interdigitati. In questa regione, i fila- 
menti spessi e quelli sottili sono associati da ponti 
trasversali sistemati a intervalli regolari (Fig. 34.44). 
Vedremo più avanti come queste associazioni siano 
alla base della generazione della tensione muscolare. 


I filamenti spessi sono formati dalla miosina 


Le componenti proteiche maggioritarie del mu- 
scolo striato sono elencate nella Tabella 34.4. Nei ver- 
tebrati, i filamenti spessi sono composti quasi intera- 


Figura 34.42 Fotografia al microscopio elettronico di un muscolo sche- 
letrico in cui è visibile come le miofibrille della fibra muscolare siano 
in fase (la parte fuori fase della miofibrilla, in alto a sinistra, è proba- 
bilmente un artefatto della preparazione). L'oggetto ovoidale vicino 
al centro è un nucleo. Notate la sua localizzazione periferica nella 
fibra. (Per gentile concessione di Don Fawcett, Harvard University.) 
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Figura 34.43 Immagine al microscopio elettronico di una porzione 
di tre miofibrille in sezione longitudinale. Le miofibrille sono separa- 
te da intervalli orizzontali. Le caratteristiche principali di una miofi- 
brilla, come illustrato nel disegno esplicativo, sono la banda chiara 
I, che contiene solo filamenti sottili con un arrangiamento esagonale; 
la banda A, la cui zona scura H contiene solo filamenti spessi orga- 
nizzati ad esagono, ed i cui segmenti più esterni, ancora più scuri, 
contengono filamenti spessi e sottili sovrapposti; il disco Z, a cui so- 
no ancorati i filamenti sottili; e il disco M, che origina da una protu- 
beranza al centro di ogni filamento spesso. L'unità funzionale della 
miofibrilla, il sarcomero, è la regione compresa tra due successivi 
dischi Z. (Per gentile concessione di Hugh Huxley, Brandeis University.) 


mente da una singola proteina, la miosina, presente 
in quasi tutte le cellule dei vertebrati. Le molecole 
di miosina sono formate da sei catene polipeptidiche 
altamente conservate: due catene pesanti e due paia 
di catene leggere diverse denominate LC1 e LC£Z. 
La miosina è una proteina insolita, nel senso che ha 
le proprietà sia delle proteine fibrose che di quelle 
globulari (Fig. 34.45). La metà N-terminale della sua 
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Tabella 34.4 Proteine del muscolo striato 


Proteina Massa (kD) 
—————_—_——————————— ———12n1njjmmuuxr 
Miosina 540 
Catena pesante 230 
Catena leggera 1 (LC1) — 20 
Catena leggera 2 (LC2) - 20 
Actina-G 42 
Tropomiosina 33 
Troponina 72 
TnC 18 
Tnl 23 
TnT 31 
a-actinina 200 
B-actinina : 34 
Desmina : 50 
Vimentina 52: 
Proteina C 150 
Proteina M 100 


Figura 34.44 Fotografia al microscopio elettronico di un muscolo pre- 
parato secondo la tecnica «deep-etching, freeze-fracturing», che mo- 
stra i suoi filamenti spessi e sottili alternati. Le protuberanze (ponti 
trasversali) che sporgono dai filamenti spessi seguono un andamento 
elicoidale. (Per gentile concessione di John Heuser, Washington Uni- 
versity School of Medicine.) 


catena pesante si ripiega formando una testa globula- 
re allungata, di circa 55 X 200 À, mentre la sua metà 
C-terminale forma una lunga coda fibrosa ad a-elica. 
Due di queste code ad a-elica si intrecciano avvol- 
gendosi tra loro con andamento sinistrorso, e forma- 
no una struttura lunga circa 1500 À che assomiglia 
a un bastoncino con due teste globulari. La sequen- 
za amminoacidica della coda ad a-elica della miosi- 
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Figura 34.45 La molecola di miosina. (a) Immagine al microscopio 
elettronico che dimostra che la molecola di mipsina è una entità fi- 
brosa con due teste. globulari. (Per gentile concessione di Henry Slay- 
ter, Harvard Medical School.) (b) La sua coda a bastoncino è formata 
dalle a-eliche distese di ciascuna delle sue due identiche catene pe- 
santi che si intrecciano l’una con l’altra a formare un'elica superav- 
volta. Una di ciascun tipo delle catene leggere della miosina, LC1 
e LC2, è associata con ognuna delle teste globulari, identiche, della 
miosina; le loro posizioni esatte non sono però note. 


Figura 34.46 Il filamento spesso di un muscolo striato. (a) Immagine 
al microscopio elettronico che mostra le teste di miosina che protru- 
dono:dai segmenti più esterni del filamento spesso e la sua zona 
centrale nuda. (Fonte: TRINICK, ]. e ELLIOTT, A., /. Mol. Biol., 131, p. 
135, 1977.) (6) Un filamento spesso contiene tipicamente parecchie 
centinaia di molecole di miosina organizzate in schiere ripetute e 
scaglionate in modo tale che le molecole di miosina risultano orienta- 
te con le loro teste globulari che puntano lontano dal centro del fila- 
mento. 
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na è quella caratteristica delle strutture superavvol- 
te: una successione pseudoripetuta di sette amminoa- 
cidi, a-b-c-d-e-f-g, con i residui non polari concentrati 
nelle posizioni a e d. Analogamente a quanto avvie- 
ne nella struttura superavvolta di un’altra proteina 
fibrosa, la cheratina (paragrafo 7.2A), l’elica della mio- 
sina espone lungo un fianco una striscia idrofobica 
che favorisce la sua associazione nel senso della lun- 
ghezza con un’altra elica. Una catena leggera per ti- 
po è associata con ciascuna delle teste globulari del 
dimero di catene pesanti. 

A bassa forza ionica, la miosina esiste solo come 
molecola singola. In condizioni fisiologiche queste mo- 
lecole formano aggregati che assomigliano ai filamenti 
spessi. I filamenti spessi naturali sono formati da pa- 
recchie centinaia di molecole di miosina strettamente 
addensate coda-a-coda con una disposizione sfalsata 
regolare (Fig. 34.46). Il filamento spesso è, quindi, una 
entità bipolare in cui le teste globulari della miosina 
sporgono a ciascuna estremità lasciando nuda una re- 
gione centrale. Queste teste della miosina formano 
i ponti trasversali che uniscono i filamenti spessi ai 
filamenti sottili nelle miofibrille intatte. 

In aggiunta a questa funzione strutturale la catena 
pesante della miosina ha anche quella di ATPasi: es- 
sa trasforma ATP in ADP e P; con una reazione che 


fornisce energia alla contrazione muscolare. Il mu- 


scolo è quindi un dispositivo in grado di convertire 
l'energia chimica liberata dall’idrolisi di ATP in ener- 
gia meccanica. Si ritiene che le catene leggere della 
miosina siano in grado di modulare l’attività ATPasi- 
ca delle catene pesanti a loro associate grazie al pro- 
prio livello di fosforilazione. 
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Figura 34.47 La digestione enzimatica della miosina. 


Nel 1953 Andrew Szent-Gyérgi ha dimostrato che 
la tripsina digerisce la miosina in due frammenti, 
come appare nella Fig. 34.47: 


1. La meromiosina leggera (LMM), un segmento 
di a-elica, a bastoncino, lungo 850 À, in grado di 
associarsi e formare filamenti ma privo di attività 
ATPasica e di capacità di associazione con le cate- 
ne leggere. 

. La meromiosina pesante (HMM), che ha una 
porzione di coda e due teste globulari, non è in 
grado di aggregare ma ha attività ATPasica e le- 
ga le catene leggere. HMM può essere ulterior- 
mente digerita con papaina, che origina due iden- 
tici frammenti globulari (chiamati S1) e un fram- 
mento a bastoncino (S2). S1 è la sede della attività 
ATPasica della miosina e del sito di legame con 
i filamenti sottili. i 


w 


I filamenti sottili sono formati 
da actina, tropomiosina e troponina 


L’actina, una proteina molto abbondante e ubi- 
quitaria degli eucarioti, è il componente maggiorita- 
rio dei filamenti sottili. 

A bassa forza ionica, l’actina si presenta sotto forma 
di un monomero globulare bilobato chiamato actina- 
G (G sta per globulare). In condizioni fisiologiche in- 
vece la actina-G polimerizza come actina-F (F sta 
per fibrosa), un filamento a doppia elica destrorsa 
dal passo di — 360 À per giro che forma il nucleo cen- 
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trale dei filamenti sottili (Fig. 34.48). Ciascuna unità 
monomerica di actina-F è capace di legare una singo- 
la testa S1 della miosina. 

Le immagini al microscopio elettronico di actina-F 
decorata con frammenti S1 assomigliano a una serie 
di frecce in sequenza testa-coda (Fig. 34.49a). La 
actina-F deve quindi essere una entità polarizzata, 
cioè con tutte le sue unità monomeriche poste nello 
stesso orientamento rispetto all’asse della fibra (Fig. 
34.49D). 

Le «frecce» decorate di S1 dei filamenti sottili ancora 
attaccati al loro disco Z puntano tutte lontano dal di- 
sco Z, indicando che i fasci di filamenti sottili che 
si dipartono dai due lati del disco Z, hanno orienta- 
mento opposto. 

La miosina e la actina, i maggiori componenti del 
muscolo, rappresentano il 60-70% e il 20-25% delle 
proteine totali del muscolo rispettivamente. Tra le 
rimanenti proteine ce ne sono due, associate con i 
filamenti sottili, che sono particolarmente prominenti 
(Fig. 34.50): 


1. La tropomiosina, un eterodimero le cui due sub- 
unità omologhe ad orelica si avvolgono l’una intor- 
no all'altra formando una struttura superavvolta. 


(b) 


Figura 34.48 Actina-F. (a) Fotografia al microscopio elettronico di un 
filamento sottile di un muscolo striato, che mostra il suo carattere 
a doppia elica. (Per gentile concessione di Hugh Huxley, Brandeis 
University.) (b) Una fibra di actina visualizzata con una ricostruzione 
di immagine da una fotografia al microscopio elettronico. Notate l'a- 
spetto bilobato di ciascuna unità monomerica (ripetitiva). (Per gentile 
concessione di David ). DeRosier, Brandeis University.) 
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(a) 


(b) 


Figura 34.49 (a) Fotografia al microscopio elettronico di un filamento 
sottile decorato con frammenti di miosina S1. Notate come assomi- 
glia a una serie di punte di freccia che puntano tutte nella stessa 
direzione lungo il filamento. (Per gentile concessione di Hugh Hux- 
ley, Brandeis University.) (b) Ricostruzione di immagine dei filamenti 
di actina decorati di S1. L'actina è colorata in verde, i frammenti 
S1 sono rosa, e la tropomiosina legata (vedi più avanti) è arancione. 
Il filamento elicoidale ha un passo di 370 À. (Da un disegno fornito 
da Ronald Milligan, Research Institute of Scripps Clinic, e Paula Flic- 
ker, University of California, San Francisco.) 


Figura 34.50 Un modello del filamento sottile del muscolo striato 
basato sulla struttura ai raggi X, a 15 A di risoluzione, della tropomio- 
sina e su studi al microscopio elettronico della actina-F. La tropomio- 
sina, un intreccio superavvolto di due subunità ad a-elica, si avvolge 
nel solco dell'elica della actina-F (sfere blu grosse) con un andamento 
testa-coda, cosicché una molecola di tropomiosina entra in contatto 
con sette unità consecutive di actina monomerica, bilobata (le regioni 
rosse e blu della tropomiosina identificano i sette segmenti omologhi 
che presumibilmente formano i suoi siti di legame con l’actina). Cia- 
scuna molecola di tropomiosina si lega, nel suo punto di unione testa- 
coda, ad una singola molecola di troponina (a sinistra, le piccole sfere 
bianche rappresentano ioni Ca?* legati). La catena di tropomiosina 
che si avvolge intorno alla elica di actina-F sul lato opposto a quello 
della tropomiosina mostrata è stata qui omessa per semplificare la 


figura. (Per gentile concessione di George N. Phillips, }r., Rice Uni- 
versity.) 


Queste molecole di 400 À, a forma di bastoncino, 
si uniscono testa-coda formando nastri che si av- 
volgono nei solchi dell’elica della actina-F in mo- 
do tale che ogni molecola di tropomiosina entra 
in contatto con sette monomeri di actina consecu- 
tivi in modo quasi-equivalente. 

2. La troponina, che è costituita da tre subunità: 
TncC, una proteina legante il Ca?* (Fig. 34.51) per 
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Figura 34.51 Struttura ai raggi X di TnC del muscolo scheletrico di 
tacchino. | suoi due domini globulari, che sono connessi da una a- 
elica a nove giri, possono legare ciascuno due ioni Ca?*. Alle con- 
dizioni a cui è stata determinata la struttura cristallina, tuttavia, solo 
i siti di legame con Ca°* del dominio C-terminale (parte inferiore 
della molecola) risultano occupati (sfere). Questi siti rimangono occu- 
pati anche alle più basse concentrazioni fisiologiche di Ca°* del mu- 
scolo, di modo che l’effetto regolatorio esercitato da TnC deve deri- 
vare dal legame di Ca?* al dominio N-terminale (parte superiore della 
molecola). Notate la somiglianza della struttura di TnC con quella 
della calmodulina, la proteina regolatoria legante Ca°* ad essa omo- 
loga (Fig. 18.21). (Fonte: Herzsero, O. e James, M. N. G., Nature, 
313, p. 655, 1985.) 
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il 70% omologa alla calmodulina, una proteina re- 
golatoria legante il Ca?* (paragrafo 18.38); Tnl, 
che si lega all’actina; e TnT, una molecola allun- 
gata che si lega alla tropomiosina alla sua giun- 
zione testa-coda. 


Il complesso tropomiosina-troponina, come vedremo, 
regola la contrazione muscolare controllando l’acces- 
so dei ponti S1 di miosina ai loro siti di legame sul- 
l’actina. 


Proteine muscolari minoritarie 
controllano l'assemblaggio delle miofibrille 


Il disco Z, che fa da àncora tra due gruppi di 
filamenti sottili orientati in senso opposto (Fig. 34.43), 
è una entità amorfa che contiene numerose proteine 
fibrose: la a-actinina, per esempio, che si lega alle 
estremità dei filamenti di actina-F in vitro, ed è lo- 
calizzata all’interno del disco Z (Fig. 34.52a). La 
o-actinina è quindi ritenuta responsabile dell’anco- 
raggio dei filamenti sottili al disco Z. 

La proteina fibrosa 8-actinina, che pure si lega alla 
actina-F, è invece considerata come un fattore di con- 
trollo della lunghezza nell’assemblaggio dei filamen- 
ti sottili. Due altre proteine, la desmina e la vimen- 
tina, si trovano in gran copia alla periferia del disco 
Z (Fig. 34.52b), dove ricoprono apparentemente la 
funzione di mantenere in fase lateralmente le fibril 
le adiacenti. 

Il disco M (Fig. 34.43) trae origine dall’allargamen- 
to locale dei filamenti spessi in fase. Le due proteine 
associate con questa struttura, la proteina-C e la 
proteina-M, probabilmente partecipano all’assem- 
blaggio dei filamenti spessi. I filamenti spessi degli 
invertebrati contengono un nucleo di paramiosina, 
che è la componente dominante in certi muscoli. 


Figura 34.52 Colorazione tramite immunofluorescenza indiretta di 
fogli isolati di dischi Z del muscolo scheletrico. (a) Con anticorpi anti- 
a-actinina, che dimostrano come la a-actinina sia presente all’interno 
del disco Z. La barra rappresenta 2,5 um. (b) Con anticorpi anti-desmina, 
che dimostrano come la desmina sia distribuita intorno alla periferia 
del disco Z. Anticorpi anti-vimentina mostrano la stessa distribuzione. 
Nella tecnica dell'immunofluorescenza indiretta le proteine sono mar- 
cate con anticorpi di coniglio prodotti contro di esse. Gli anticorpi 
di coniglio legati sono successivamente marcati con anticorpi di ca- 
pra anti-immunoglobuline di coniglio a cui sono state legate covalen- 
temente delle molecole fluorescenti come la fluoresceina. Le protei- 
ne sono quindi osservate con luce UV. Questo approccio indiretto, 
che utilizza due tipi di anticorpi invece di usare gli anticorpi di coni- 
glio direttamente coniugati con fluoresceina, aumenta la sensibilità 
del metodo, poiché ad ogni molecola di anticorpo di coniglio si pos- 
sono legare più molecole di anticorpo di capra fluoresceinato. (Fonte: 
Lazarines, E., Nature, 283, p. 251, 1980.) 
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La struttura dell’actina 


{762]1 filamenti di actina (actina-F) formano i fila- 
menti sottili dei muscoli che interagiscono con i fila- 
menti spessi contenenti miosina generando la forza 
contrattile, secondo il modello dello scorrimento dei 
filamenti (Fig. 34.55). I filamenti di actina sono an- 
che i principali componenti del citoscheletro cellula- 
re, in cui partecipano spesso ai processi di trasporto. 
La forma monomerica dell’actina, la actina-G, è un 
polipeptide di 375 residui che lega, come viene di 
solito isolato, sia un ATP che un catione divalente 
(fisiologicamente Mg?+). Quando la actina-G polime- 
rizza, formando la actina-F, l’ATP viene idrolizzato 
in ADP che rimane legato all’unità monomerica 
dell’actina-F. 

La tendenza a polimerizzare della actina-G ne ha 
impedito la cristallizzazione. Curiosamente, però, essa 
lega la deossiribonucleasi I pancreatica (DNasi 1) for- 
mando un complesso 1:1 che, assfeme a uno ione 
Ca?+ e a una molecola di ATP o di ADP, forma dei 
cristalli la cui struttura ai raggi X è stata determina- 
ta con una risoluzione di 2,8 e 3,0 À, rispettivamen- 
te. Il monomero di actina consiste di due domini a 
cui per ragioni storiche ci si riferisce come il domi- 
nio piccolo e il dominio grande, anche se essi hanno 
dimensioni quasi identiche. Ciascun dominio mostra 
una estesa struttura secondaria e si divide in due sot- 
todomini. ATP e ADP si legano in un solco tra i due 
domini dove lo ione Ca?* viene legato tanto dalla 
proteina quanto dal fosfato 8 dell’ADP o dai fosfati 
B e y dell'ATP. Le due strutture dell’actina sono al- 
trimenti molto simili. Due dei sottodomini, uno per 
ciascun dominio, contengono una struttura £# di 5 seg- 
menti che consistono di un meandro f e di una unità 
destrorsa Raf (Fig. 7.47), il che suggerisce che questi 
sottodomini siano il risultato di una duplicazione ge- 
nica anche se le loro sequenze amminoacidiche non 
mostrano somiglianze significative. 

Il modello atomico della actina-ADP è stato usato 
per costruire un modello di actina-F che sia in accor- 
do col diagramma delle fibre osservate ai raggi X 
di gel orientati di actina-F. Il monomero mostra un 
orientamento specifico con il suo dominio piccolo in 
corrispondenza del raggio maggiore dell’asse dell’e- 
lica di actina-F e con tutti e quattro i sottodomini 
in contatto con i monomeri adiacenti. Questo model- 
lo si accorda molto bene con la mappa tridimensio- 
nale dei filamenti sottili dei muscoli dei vertebrati 
ottenuta mediante criomicroscopia elettronica e rico- 
struzione di immagine. I due tipi di analisi concor- 
dano per quanto riguarda la polarità del filamento, 
l'orientamento del monomero e la localizzazione tri- 
dimensionale dell’estremità C-terminale del monome- 


ro di actina. Gli studi mediante criomicroscopia elet- 


tronica mostrano anche i siti di legame del filamento” 


sottile con la tropomiosina, la testa della miosina e 
la porzione N-terminale della catena leggera A1 del- 
la miosina in modo da migliorare l’immagine rap- 
presentata nella Fig. 34.49b. 


La distrofina e la distrofia muscolare 


La distrofia muscolare di Duchenne (DMD) 
e la meno grave distrofia muscolare di Becker 
(BMD) sono entrambe malattie degenerative del mu- 
scolo legate al sesso. Nella DMD, che insorge tra i 
2 e i 5 anni di età, la degenerazione muscolare supe- 
ra la rigenerazione muscolare determinando debo- 
lezza muscolare progressiva e infine morte, che si 
verifica di solito intorno ai 20 anni. Nella BMD l’in- 
sorgenza va dai 5 ai 10 anni e si riscontra un anda- 
mento complessivamente meno progressivo della de- 
generazione muscolare e una vita più lunga rispetto 
agli individui affetti da DMD. 

L’identificazione e il clonaggio del gene, i cui difet- 
ti sono responsabili di DMD e BMD, è stato uno dei 
recenti trionfi della tecnologia del DNA ricombinan- 
te. Il gene codifica una proteina di 3 685 residui chia- 
mata distrofina che sembra essere un membro del. 
la famiglia delle proteine flessibili a forma di baston- 
cino che comprende i componenti del citoscheletro 
che'legano l’actina: spettrina (paragrafo 11.3C) e 
o-actinina (un componente dei dischi Z; Fig. 34.520). 


La struttura dedotta dalla sequenza di basi della 


distrofina prevede quattro domini: un dominio 
N-terminale di — 240 residui che assomiglia alla por- 
zione dell’a-actinina che lega l’actina; un secondo do- 
minio voluminoso che si postula contenga 25 fasci 
consecutivi di triple eliche molto simili a quelli della 
struttura predetta per la spettrina (Fig. 11.33a); un 
terzo dominio di — 150 residui, ricco di Cys, che as- 
somiglia al dominio C-terminale dell’a-actinina e un 
dominio C-terminale di 420 residui che non mostra 
somiglianze con altre sequenze proteiche note. Studi 
effettuati mediante frazionamento cellulare e immu- 
nofluorescenza mostrano che la distrofina, che è nor- 
malmente presente in una quantità pari allo 0,002%, 
è associata alla superficie interna della membrana pla- 
smatica nel muscolo dove probabilmente ha la fun- 
zione di ancorare alla membrana delle glicoproteine 
specifiche, come fanno la spettrina e l’ancorina nel- 
l’eritrocita (Fig. 11.330). 

Nella maggior parte degli individui affetti da DMID 
o BMD, i geni della distrofina contengono delezioni 


. parziali della loro regione centrale. Di solito, nei mu- 


scoli dei pazienti con DMD non si riesce a individua- 
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re distrofina, mentre nei pazienti affetti da BMD si 
trovano distrofine di dimensioni anomale. Evidente- 
mente, le distrofine sintetizzate dagli individui af- 
fetti da DMD vengono rapidamente degradate men- 
tre quelle sintetizzate da pazienti affetti da BMD so- 
no semifunzionali. 


B. Il meccanismo 
della contrazione muscolare 


Fino ad ora abbiamo semplicemente descritto 
i componenti del muscolo striato. Ora, da buoni in- 
gegneri, ci dobbiamo chiedere: come si mettono in 
rapporto l’uno con l’altro tutti questi elementi? In 
altre parole, come funziona il muscolo? 


Filamenti spessi e filamenti sottili scorrono 
l’uno sull’altro 
durante la contrazione muscolare 


{1765]1 fisiologi sanno da molto tempo che un musco- 
lo contratto è fino ad un terzo più corto della sua 
lunghezza a riposo. Fotografie al microscopio elet- 
tronico hanno dimostrato che questo accorciamento 
è la conseguenza di una diminuzione della lunghez- 
za del sarcomero (Fig. 34.53). Durante la contrazione 
muscolare, però, i filamenti spessi e i filamenti sottili 
mantengono lunghezze costanti, come è indicato dal- 
l'osservazione che tanto la larghezza della banda A 
quanto la distanza tra il disco Z e il limite della zona 
H adiacente non subiscono variazioni. La contrazio- 


Figura 34.53 Fotografia al microscopio elettronico accompagnata da 
un disegno esplicativo di miofibrille in stato progressivamente sem- 
pre più contratto (7-4). Notate come la larghezza della banda | e della 
zona H diminuisca durante la contrazione, mentre la lunghezza dei 
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ne del sarcomero è accompagnata piuttosto da una 
uguale riduzione della larghezza della banda I e del- 
la zona H. Queste osservazioni sono state indipen- 
dentemente spiegate da Hugh Huxley e Jean Hanson 
e da Andrew Huxley e R. Niedergerke che, nel 1954, 
hanno proposto il modello del filamento che scor- 
re: la forza della contrazione muscolare è generata 
da un processo in cui gruppi interdigitati di filamenti 
spessi e di filamenti sottili scorrono l’uno sull’altro 
(Fig. 34.53). 


L’actina stimola l’attività ATPasica della miosina 


Il modello del filamento che scorre spiega par- 
zialmente il meccanismo della contrazione muscola- 
re ma non l’origine della forza contrattile. Il lavoro 
di Albert Szent-Gyérgi, negli anni ’40, ha aperto la 
via alla delucidazione dei meccanismi alla base della 
contrazione muscolare. Una soluzione di actina e una 
di miosina mescolate danno origine ad un complesso 
chiamato actomiosina, la cui formazione è accom- 
pagnata da un notevole aumento della viscosità della 
soluzione. Questo aumento della viscosità però regre- 
disce quando si aggiunge ATP alla soluzione di acto- 
miosina. Evidentemente V’ATP riduce l’affinità della 
miosina per l’actina. 

Ulteriori chiarimenti sul ruolo dell’ATP nella con- 
trazione muscolare sono venuti da studi di cinetica. 
La funzione ATPasica nella miosina isolata ha un nu- 
mero di turnover di circa 0,05 s7!, di molto inferio- 
re a quello del muscolo in contrazione. Paradossal- 
mente, però, la presenza di actina aumenta il ritmo 


filamenti spesso e sottile rimane costante. Durante la contrazione del- 
la miofibrilla i gruppi di filamenti spessi e sottili che si interdigitano 
devono quindi scorrere l'uno sull'altro, come nel disegno. (Per genti- 
le concessione di Hugh Huxley, Brandeis University.) 
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P; Actina 


Actina-miosina «+ ADP » P; Miosina « ATP 
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Actina Miosina « ADP + P; 


Figura 34.54 La sequenza di reazioni dell’idrolisi di ATP catalizzata 
dalla miosina. 


di idrolisi dell’ATP da parte della miosina di circa 
200 volte, portandolo a un numero di turnover di 
circa 10 s7-!, fisiologicamente più realistico (l’actina 
è stata infatti così chiamata perché attiva la miosi- 
na). Questo è dovuto al fatto che la miosina isolata 
idrolizza ATP rapidamente 


ATP*7 +H,0 == = ADP?- + HPO{ +H* 


ma rilascia lentamente i prodotti ADP+P;, come è 
indicato dall’osservazione che l’idrolisi di ATP cata- 
lizzata dalla miosina inizia con un rapido aumento 
di H*, mentre ADP e P; liberi compaiono molto più 
lentamente. L’actina aumenta l’attività ATPasica del- 
la miosina legandosi al complesso miosina-ADP-P; e 
stimolandone il rilascio sequenziale di P; e di ADP. 
Il complesso miosina-ADP-P; non si può formare 
semplicemente mescolando miosina, ADP e P;, il che 
suggerisce che questo complesso è un intermedio ad 
alta energia in cui l’energia libera di idrolisi di ATP 
è stata in qualche modo conservata. 

Le precedenti osservazioni hanno permesso a Ed- 
win Taylor di formulare un modello per l’idrolisi 
di ATP mediata dall’actomiosina (Fig. 34.54): 


Fase 1 Il legame di ATP alla miosina costituente l’ac- 
tomiosina determina la dissociazione di acti- 
na e miosina. 

Fase 2 ATP legato alla miosina viene rapidamente 
idrolizzato per formare un complesso stabi- 
le miosina-ADP-P; ad alta energia. 

Fase 3 L’actina si lega al complesso miosina-ADP-P.. 

Fase 4 Con un processo accompagnato dal ritorno 
al suo stato di rilassamento conformaziona- 
le, caratteristico della situazione di riposo, 
il complesso actina-miosina-ADP-P; rilascia 
sequenzialmente ADP e P;, lasciando l’acto- 
miosina pronta per un’altra reazione di idro- 
lisi di ATP. 


Questa alternanza, guidata da ATP, di associazione 
e dissociazione di actina e miosina fornisce, come ve- 
dremo, la forza vettoriale della contrazione muscolare. 


Le teste di miosina «camminano» 
lungo i filamenti di actina 


1767| Per completare la nostra descrizione della con- 
trazione muscolare, dobbiamo stabilire come sono ac- 
coppiati il modello di scorrimento dei filamenti e l’i- 
drolisi di ATP. Se il modello di scorrimento dei fila- 
menti è corretto, durante la contrazione muscolare 
per un ponte di miosina sarebbe impossibile rimane- 
re attaccato allo stesso punto di un filamento sottile. 
Esso si dovrebbe invece staccare e poi riattaccarsi più 
lontano, su di un nuovo sito sul filamento sottile. Que- 
sto modello suggerisce che la tensione muscolare si 
genera attraverso l’interazione dei ponti trasversali 
di miosina con i filamenti sottili. Questo schema, as- 
sociato a quello del ciclo di idrolisi di ATP, ha porta- 
to allo sviluppo del seguente modello, detto «a barca 
a remi» e universalmente accettato (Fig. 34.55): 


1. Il legame con ATP determina la dissociazione della 
testa S1 di un filamento spesso dall’unità mono- 
merica di actina di un filamento sottile adiacente. 

2. L’idrolisi di ATP determina il passaggio della mio- 
sina a uno stato conformazionale ad alta energia 
in cui l’asse longitudinale della testa S1 è appros- 
simativamente perpendicolare al filamento spes- 
so. Questo processo fa «drizzare» la molecola di 
miosina, nonostante questo sia lo stato a riposo 
del muscolo. 

3. Lo stimolo alla contrazione (vedi più avanti) de- 
termina l’attacco del complesso testa S1-ADP-P; a 
una unità di actina adiacente. 


4. L’interazione actina-miosina scatena il rilascio se- 


quenziale di P; e di ADP dalla testa di miosina 
S1, con il concomitante rilassamento dello stato 
ad alta energia di quest’ultima e l’assunzione del- 
l’assetto inclinato rispetto all’orientamento del fi- 
lamento spesso. 

Questo cambiamento conformazionale, il cosiddetto 
impulso di forza della contrazione muscolare, 
comprende un’inclinazione di 45° della testa S1 
che la allontana dal disco Z determinando una 
trazione del filamento sottile di circa 100 À in quel- 
la stessa direzione, relativamente al filamento spes- 
so. La testa S1 ritorna quindi al suo stato iniziale 
pronta per iniziare un nuovo ciclo di contrazione. 


Durante una forte contrazione muscolare le circa 500 
teste S1 di ogni filamento spesso ciclano in modo asin- 
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1 Dissociazione del 
ponte trasversale 


2 Raddrizzamento della 
testa di miosina 


Figura 34.55 Il meccanismo che genera la forza nel muscolo. Le teste: 


di miosina «camminano» lungo il filamento sottile di actina per mez- 
zo di un processo ciclico vettoriale che è alimentato dall’idrolisi del- 
VATP. È indicata solo una delle due teste indipendenti S1 della mio- 


crono attraverso questa sequenza di reazioni circa cin- 
que volte per secondo ciascuna. In concomitanza con 
la contrazione del muscolo quindi le teste S1 «cammi- 
nano» o «remano» lungo i filamenti sottili adiacenti. 
La natura dello stato conformazionale che rende la 
miosina capace di espletare la sua funzione di tra- 
sduttore dell’energia chimica liberata dall’idrolisi di 
ATP nell’energia meccanica del movimento musco- 
lare è oggetto di intenso studio. 


3Formazione del 
ponte trasversale 


sina. La natura dei cambiamenti conformazionali della miosina non 
è nota, sebbene la suscettibilità alla proteolisi dei legami S1-52 e 
52-LMM suggerisca che questi siti abbiano la flessibilità a cerniera 
indicata nel disegno. 


C. Il controllo della contrazione muscolare 


I muscoli striati sono, per la maggior parte, sotto 
il controllo volontario; la loro contrazione è cioè sca- 
tenata da impulsi dei nervi motori. Come fanno que- 
sti impulsi a scatenare la contrazione muscolare? Per 
rispondere a questa domanda, iniziamo dal livello 
della miofibrilla. 
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Ca?* regola la contrazione muscolare con un 
processo mediato da troponina e tropomiosina 


[769] È noto fin dagli anni ’40 che Ca°* è in qual- 
che modo coinvolto nella contrazione muscolare, ma 
è stato solo nei primi anni ’60 che Setsuro Ebashi 
ha dimostrato che l’effetto di Ca°* è mediato da tro- 
ponina e tropomiosina. Egli dimostrò che l’actomio- 
sina estratta direttamente dal muscolo, e legata quin- 
di a troponina e tropomiosina, si contrae in presenza 
di ATP solo quando è presente anche Ca**, mentre 
l’actomiosina preparata da actina e miosina purifica- 
te si contrae in presenza di ATP indipendentemente 
dalla concentrazione di Ca?*. L’aggiunta di troponi- 
na e tropomiosina al sistema di actina e miosina pu- 
rificate ne ripristina la sensibilità a Ca°*. La tropo- 
nina è stata appunto scoperta attraverso questi espe- 
rimenti. 

La subunità TnC della troponina (Fig. 34.51) è l’u- 
nico componente legante Ca?* del complesso tropo- 
miosina-troponina. La tropomiosina, come abbiamo 
visto, si lega, nel muscolo rilassato, lungo il solco del 
filamento sottile (Fig. 34.50) dove, apparentemente, 
blocca l’attacco delle teste S1 di miosina a sette unità 
di actina consecutive. 

Studi di diffrazione dei raggi X indicano che, quando 
la concentrazione di Ca** raggiunge un livello criti- 
co, una interazione allosterica tra Ca**-troponina e 
tropomiosina determina lo spostamento della tropo- 
miosina di circa 10 angstròm più all’interno nel solco 
del filamento sottile (Fig. 34.56). Si ritiene che questo 
spostamento scopra sull’actina i siti di legame con 
la miosina, scatenando quindi la contrazione musco- 
lare. 

Questo meccanismo di innesco potrebbe anche esse- 
re cooperativo, nel senso che il legame di una testa 
di miosina a una subunità di actina potrebbe sposta- 
re la tropomiosina lontano dagli adiacenti siti di le- 
game con la miosina, determinando un cambiamen- 
to conformazionale che potrebbe, a sua volta, aumen- 
tare l’affinità per il Ca°* della subunità TnC. 


L’impulso nervoso determina il rilascio di Ca?* 
dal reticolo sarcoplasmatico 


Per capire come un impulso nervoso influenzi 
la concentrazione di Ca?* in una miofibrilla, dob- 
biamo considerare più in dettaglio l'anatomia delle 
fibre del muscolo striato. Un impulso nervoso in ar- 
rivo a una giunzione neuromuscolare è trasmesso 
direttamente a ogni sarcomero da un sistema di tu- 
buli T o trasversi, delle invaginazioni della mem- 
brana plasmatica della fibra muscolare che circonda- 


(a) lo) 2+ 


Actina-F 


Ca? 


(b) peo 


Figura 34.56 Controllo della contrazione del muscolo scheletrico ad # 


opera della troponina e della tropomiosina. (a) Nel muscolo in con- 
trazione, qui in sezione trasversa, le teste S1 di miosina interagiscono 
liberamente con i filamenti di actina-F (A) e quindi «camminano» lun- 
go gli stessi. (b) Il muscolo si rilassa quando Ca?* si dissocia dalla 
subunità TnC della troponina, muovendo quindi allostericamente. fe 
molecole di tropomiosina (Tm) in posizioni che bloccano stericamen- 
te le interazioni miosina-actina. (Fonte: ZoT, A.S. e POTTER, ].D., An- 
nu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 16, p. 555, 1987.) 


no ogni miofibrilla all’altezza del suo disco Z come 
se fossero un reticolo di piccoli nervi (Fig. 34.57; la 
trasmissione dell’impulso nervoso è l’oggetto del pa- 
ragrafo 34.4C). Tutti i sarcomeri di un muscolo rice- 
vono quindi il segnale di contrarsi entro pochi milli- 
secondi l’uno dall’altro, così che il muscolo si contrae 
come una unità. Il segnale elettrico è trasferito, in 
modo ancora poco chiaro, al reticolo sarcoplasma- 
tico (SR), un sistema di vescicole membranose ap- 
piattite derivate dal reticolo endoplasmatico che cir- 
conda ogni miofibrilla come una calza a rete. La mem- 
brana di SR, che è normalmente impermeabile a 
Ca?*, contiene una Ca?*-ATPasi transmembrana (pa- 
ragrafo 18.3B) che pompa Ca°* dentro SR mantenen- 
do la concentrazione citosolica di Ca?* inferiore a 
10-7M nel muscolo a riposo e superiore a 107îM den- 
tro SR. La capacità di accumulo di Ca°*+ nel SR è au- 
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Figura 34.57 Disegno di una miofibrilla che illustra il reticolo sarco- 
plasmatico, il sistema di vescicole membranose interconnesse che tra- 
smette il segnale della contrazione dal nervo alla miofibrilla. 


mentata dalla presenza di una proteina di 55 KD, mol- 
to acida (37% dei residui sono Asp + Glu), chiamata 
-alsequestrina, che ha > 40 siti leganti Ca?*. L’ar- 
rivo di un impulso nervoso rende SR permeabile a 
Ca?* che diffonde, in pochi millisecondi e attraverso 
canali specifici, nella miofibrilla, aumentandone la 
concentrazione interna di Ca?* a 1075m. Questa con- 
centrazione di Ca?* è sufficiente a scatenare il cam- 
biamento conformazionale di troponina-tropomiosi- 
na che permette la contrazione muscolare. Una volta 
che la stimolazione nervosa è terminata, la membra- 
na SR diviene di nuovo impermeabile a Ca?* e Ca?* 
all’interno della miofibrilla è ripompato dentro SR. 
La tropomiosina riassume quindi la sua conforma- 
zione di riposo determinando il rilassamento del mu- 
scolo. 


D. Il muscolo liscio 


[r71)I vertebrati hanno due tipi muscolari principa- 
li oltre al muscolo scheletrico, il muscolo cardiaco 
e il muscolo liscio. Il muscolo cardiaco, che è alla 
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base dell’azione di pompa del cuore, è striato, e que- 
sto dimostra una certa somiglianza della sua orga- 
nizzazione con quella dei muscoli scheletrici. Il mu- 
scolo cardiaco e quelli scheletrici differiscono, prin- 
cipalmente nel loro metabolismo, con il muscolo car- 
diaco, che deve funzionare ininterrottamente per tut- 
ta la vita, molto più dipendente del muscolo schele- 
trico dal metabolismo aerobico. La contrazione del 
muscolo cardiaco dei vertebrati inizia anche sponta- 
neamente, ad opera del tessuto muscolare stesso, piut- 
tosto che attraverso stimoli nervosi esterni, anche 
se il sistema nervoso può influenzare questa rispo- 
sta contrattile. Il muscolo liscio, che è responsabile 
della lenta, duratura e involontaria contrazione di 
tessuti quali le pareti dell’intestino, dell’utero e dei 
grossi vasi, ha un’organizzazione molto diversa da 
quella del muscolo striato. Il muscolo liscio è costi- 
tuito da cellule mononucleate, a forma di fuso, i cui 
filamenti spessi e sottili sono più o meno allineati 
lungo l’asse longitudinale delle cellule ma non for- 
mano miofibrille. La miosina del muscolo liscio, una 
proteina geneticamente distinta, è funzionalmente 
diversa dalla miosina del muscolo striato sotto molti 
aspetti: 
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1. La sua massima attività ATPasica è solo circa il 
10% di quella del muscolo striato. 

2. Interagisce con l’actina solo quando una delle sue 
catene leggere è fosforilata in uno specifico resi- 
duo Ser. 

3. Forma filamenti spessi i cui ponti trasversali non 
hanno il regolare andamento ripetuto del musco- 
lo striato e sono distribuiti lungo l’intera lunghez- 
za del filamento spesso. 


La contrazione del muscolo liscio 
è innescata da Ca?** 


I filamenti sottili del muscolo liscio contengono 
actina e tropomiosina ma non troponina. La contra- 
zione del muscolo liscio è comunque scatenata da 


Contrazione Recettore per l'adrenalina 
muscolare 5 
modulata : 
da ormoni ! 


V 


Adenilato ciclasi 
ATP 


Ca?* poiché la chinasi della catena leggera della 
miosina, un enzima che fosforila le catene leggere 
della miosina, e quindi stimola il muscolo liscio a con- 
trarsi, è enzimaticamente attiva solo quando è asso- 
ciata a Ca**-calmodulina (Fig. 34.58, in basso; la fo- 
sforilazione della catena leggera della miosina nel mu- 
scolo scheletrico sembra modulare il grado di tensio- 
ne prodotto dalla contrazione). La concentrazione di 
Ca°* intracellulare varia con il variare della permea- 


Figura 34.58 II controllo della contrazione del muscolo liscio. Le frecce 
tratteggiate indicano la stimolazione o catalisi di una reazione di mo- 
dificazione o di demodificazione. La parte inferiore dello schema (co- 
lorata) mostra come Ca?*, la cui concentrazione intracitoplasmatica 
aumenta in risposta agli impulsi nervosi, scatena la contrazione mu- 
scolare. La parte superiore dello schema mostra come ormoni quali 
l'adrenalina riescono a modulare la risposta contrattile. 
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bilità al Ca2*+ della membrana plasmatica della cel- 
lula muscolare liscia che, a sua volta, è sotto il con- 
trollo del sistema nervoso autonomo (involontario). 
Quando la concentrazione di Ca°* si alza a 10-5M, 
la contrazione del muscolo liscio inizia come abbia- 
mo descritto. Quando la concentrazione di Ca?* ca- 
de a 107M per azione della Ca°+-ATPasi della mem- 
brana plasmatica, la chinasi della catena leggera del- 
la miosina è inattivata, la catena leggera della miosi- 
na è defosforilata dalla fosfatasi della catena leg- 
gera della miosina; ne consegue il rilassamento del 
muscolo. Ca?* è quindi, come cAMP, un secondo mes- 
saggero che trasmette segnali extracellulari all’inter- 
no di una cellula. Nelle molte situazioni in cui Ca?°* 
è un secondo messaggero, la calmodulina o una mole- 
cola simile sono invariabilmente la componente in- 
tracellulare che riceve il segnale. 


L’attività del muscolo liscio 


è modulata da ormoni 


773] Il muscolo liscio risponde anche a ormoni quali 
l’adrenalina (Fig. 54.58, in alto). Il legame dell’adre- 
nalina al suo recettore di membrana attiva la adenili- 
co ciclasi. Il cAMP citoplasmatico che viene generato 
si lega a un dimero regolatorio, R:, di una proteina 
chinasi inattiva, R2C», e determinandone la dissocia- 
zione, libera delle subunità catalitiche attive, C, che 
fosforilano la chinasi delle catene leggere della mio- 
sina. Questo enzima fosforilato lega Ca°*-calmodu- 
lina solo debolmente, cosicché la presenza di adrena- 
lina extracellulare determina il rilassamento del mu- 
scolo liscio. È da notare la somiglianza di questo si- 
stema con quello che controlla il metabolismo del gli- 
cogeno nel muscolo scheletrico (paragrafo 17.3). L’a- 
sma, un disordine respiratorio causato dalla contra- 
zione inappropriata della muscolatura liscia bronchia- 
le, viene spesso trattata con inalazioni di medicamenti 
contenenti adrenalina, che induce il rilassamento dello 
spasmo bronchiale. 

La sequenza di eventi che culmina con la contra- 
zione della muscolatura liscia è intrinsecamente più 
lenta di quella che porta alla contrazione dei muscoli 
scheletrici. La struttura e l’apparato regolatorio del 
muscolo liscio sono consoni alla sua funzione: il man- 
tenimento di una certa tensione per periodi prolun- 
gati, con un consumo di ATP di molto inferiore a 
quello necessario al muscolo scheletrico per eseguire 
lo stesso compito. La somiglianza funzionale e strut- 
turale di TnC alla calmodulina suggerisce che TnC 
sia una variante della calmodulina evolutasi nel mu- 
scolo scheletrico per fornire una risposta rapida alla 
presenza di Ca?*. 
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E. La actina e la miosina 
nelle cellule non muscolari 


Actina e miosina sono le componenti proteiche 
maggioritarie del muscolo, ma sono anche presenti 
in altri tessuti. L’actina, infatti, è ubiquitaria ed È, 
di solito, la proteina più abbondante nel citoplasma 
delle cellule eucariotiche, rappresentando dal 5 al 10% 
delle loro proteine totali. La miosina, al contrario, 
è di solito presente in quantità pari a un decimo del- 
l’actina. 

Questo rapporto riflette il fatto che l’actina, in ag- 
giunta al suo ruolo nei sistemi contrattili basati sul 
l’actomiosina, partecipa a numerosi altri sistemi mo- 
bili indipendenti dalla miosina ed è il principale com- 
ponente del citoscheletro. 


L’actina forma microfilamenti 


L’actina muscolare è tutta sotto forma di fila- 
mento sottile. L’actina non muscolare, invece, è quasi 
ugualmente distribuita tra actina-G solubile e fibre 
di actina-F, note come microfilamenti. Il contenu- 
to di actina dei microfilamenti è stato dimostrato 
sia tramite l’analisi di cellule vitali con tecniche di 
immunofluorescenza (Fig. 34.59) sia dall’osservazio- 
ne che i microfilamenti possono essere decorati da 
teste S1 di miosina con formazione di strutture a 
freccia che sono visivamente indistinguibili da quelle 
formate dai filamenti sottili muscolari (Fig. 34.49). 
Tale decorazione è possibile perché l’actina è alta- 
mente conservata in tutto il regno degli eucarioti. 
L’actina delle muffe mucillaginose e quella del mu- 
scolo di coniglio differiscono solo in 17 dei loro 375 
residui. 

L’actina in vitro è monomerica a bassa temperatu- 
ra, bassa forza ionica e pH alcalino. In condizioni fi- 
siologiche, la actina-G polimerizza con un processo 
accelerato dalla presenza di ATP. In vivo, assemblag- 
gio e disassemblaggio dei microfilamenti sono influen- 
zati anche da numerose proteine che legano l’actina. 
Per esempio la profilina, una proteina di 16 kD, che, 
legando la actina-G con un rapporto 1:1, forma un 
complesso chiamato profilactina e previene la poli- 
merizzazione dell’actina. Un caso in cui l’effetto del- 
la profilina si manifesta in modo esemplare è rap- 
presentato dall’incontro tra cellula uovo e spermato- 
zoo in molti invertebrati. Uno spermatozoo di riccio 
di mare, per esempio, possiede un serbatoio di profi- 
lactina nel suo acrosoma, una vescicola sistemata giu- 
sto al di sotto della parte anteriore della testa dello 
spermatozoo. Il contatto con l’involucro gelatinoso 
dell'uovo avvia una reazione che dissocia la profilac- 
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tina per mezzo dell’aumento del pH dell’acrosoma. 
La actina-G così liberata va incontro a una polimeriz- 
zazione «esplosiva» che origina in pochi secondi un 
fascio di filamenti di actina-F lungo 90 um, il pro- 
cesso acrosomiale che, dalla testa dello spermato- 
z00, si proietta verso l'esterno (Fig. 34.60). Il proces- 
so acrosomiale penetra nell’involucro gelatinoso del- 
l’uovo e inizia la fusione tra uovo e spermatozoo. 

Ci sono evidenze chiare che l'assemblaggio e il dis- 
assemblaggio dei filamenti di actina giocano un ruo- 
lo importante nei processi di motilità cellulare quali 
la locomozione ameboide, la fagocitosi, la citocinesi 
(la separazione delle cellule figlie nell’ultimo stadio 
della mitosi), l'estensione e la retrazione di varie pro- 
tuberanze cellulari quali i microvilli (strutture «a 
dito» che si proiettano all’esterno della superficie cel- 
lulare) e gli assoni neuronali. Queste evidenze speri- 
mentali sono state ottenute principalmente tramite 
l’uso di farmaci che interferiscono con l’aggregazio- 
ne dell’actina. Per esempio, l’alcaloide fungino cito- 
calasina B (vedi a destra) (che come abbiamo visto 
inibisce il trasporto del glucosio Na*-indipendente; 
paragrafo 18.4A) blocca la polimerizzazione dell’ac- 
tina legandosi specificamente alla parte terminale del 
filamento di actina-F in crescita (cioè all'estremità «spi- 
colata» dei filamenti decorati di 51), inibendo quindi 
la polimerizzazione a partire da quella estremità. Al 
contrario, la falloidina (vedi a destra), un eptapepti- 
de biciclico prodotto dal fungo velenoso Amanita 
phalloides (che sintetizza anche la a-amanitina, un 
composto chimicamente simile che agisce come ini- 


Figura 34.59 | microfilamenti di un fibrobla- 
sto a riposo, adeso alla superficie di una pia- 
stra da coltura, rivelati tramite immunofluo- 
rescenza indiretta con un anticorpo anti-actina. 
Quando la cellula inizia a muoversi, i fila- 
menti si disorganizzano formando una rete 
diffusa; questo suggerisce che l’actina giochi 
un ruolo centrale nel movimento cellulare. 
(Per gentile concessione di Elias Lazarides, Ca- 
lifornia Institute of Technology.) 
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Figura 34.60 Una serie di fotografie al microscopio ottico che mostra- 
no l'allungamento del processo acrosomiale dello spermatozoo di riccio 
di mare. Le fotografie sono state scattate a intervalli di 0,75 s inizian- 
do 2 s dopo la stimolazione artificiale dello spermatozoo che ne sca- 
tena la reazione acrosomiale. L'arco alla destra della testa dello sper- 
mMatozoo è la sua stessa coda che si è curvata fuori dal campo della 
fotografia. La lunghezza finale del processo acrosomiale (ultima im- 
magine in basso) è — 70 um. (Fonte: TilvEY, L.G. e INQUÉ, 5., J. Cell 
Biol., 93, p. 822, 1982.) 


bitore della RNA polimerasi degli eucarioti), blocca 
la depolimerizzazione dei microfilamenti legandosi 
specificamente alle loro unità di actina. 

ATP accelera la polimerizzazione dell’actina atti- 
vando la actina-G in modo che si leghi preferenzial- 
mente a una estremità particolare di un filamento 
di actina in crescita. Alla fine, l’ATP è idrolizzato, 
ma non prima che sia terminata la polimerizzazio- 
ne. Questo processo vettoriale comporta come conse- 
guenza che ci sia una determinata concentrazione 
«critica» di actina-G a cui le unità monomeriche atti- 
vate si aggiungono preferibilmente (anche se non 
esclusivamente) alla loro estremità «preferita» di un 
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filamento di actina, allo stesso ritmo con cui le unità 
monomeriche si dissociano principalmente dall’estre- 
mità opposta del filamento. In queste condizioni, il 
filamento di actina né cresce né si accorcia; esso as- 
sume piuttosto un assetto costante in cui, attraverso 
questo processo di rimaneggiamento continuo, unità 
monomeriche di actina sono continuamente trasloca- 
te da una estremità all’altra del filamento (Fig. 34.61). 


L’actomiosina ha funzioni contrattili 
in cellule non muscolari 


'1776] La miosina non è così conservata come l’actina. 
Ciò nonostante la miosina non muscolare forma fila 
menti spessi che partecipano ad attività contrattili 
con i microfilamenti. 

Tra queste attività, una tra le meglio caratterizzate 
è la citocinesi nelle cellule animali. Negli stadi finali 
della mitosi si forma un solco di divisione intorno 
all'equatore della cellula in divisione, su un piano per- 
pendicolare all’asse maggiore del fuso mitotico. Stu- 
di di microscopia con tecniche di immunofluorescen- 
za dimostrano che il solco di divisione è allineato con 
una cintura di actomiosina (Fig. 34.62). La divisione 
cellulare si realizza con lo stringimento di questo co- 
siddetto anello contrattile, che si dissolve una vol- 
ta avvenuta la divisione. Anche le piastrine del san- 
gue contengono actomiosina che, durante la forma- 
zione del coagulo (paragrafo 34.1), si contrae in mo- 
do da stringere il coagulo stesso. La contrazione è 
avviata dall’attivazione della chinasi delle catene leg- 
gere della miosina da parte di Ca?*-calmodulina, co- 
me avviene nel muscolo liscio. 


F. Il movimento ciliare 
e il trasporto vescicolare 


ubiquitari ma non correlati: 


[#77] Gli eucarioti hanno due tipi di sistemi mobili 


1. I sistemi fondati sui microfilamenti che contengo- 
no actina, come il muscolo. 

2. I sistemi fondati sui microtubuli, che contengo- 
no la proteina tubulina, come i cigli (vedi più 
avanti). 


I microtubuli (Fig. 34.63) sono, come dice il loro no- 
me, strutture tubulari di circa 300 À di diametro, 
che formano una classe di componenti del citosche- 
letro diversa dai microfilamenti di 70 À di diametro 
e dai filamenti intermedi di 100-150 À di diametro 


Figura 34.61 Il rimaneggiamento delle unità monomeriche di actina 
lungo un filamento di actina. | monomeri di actina vengono continua- 
mente aggiunti all'estremità sinistra del filamento, con idrolisi finale 
di ATP, ma si dissociano con lo stesso ritmo dall’estremità destra, 
di modo che il filamento mantiene una lunghezza costante mentre 


È unità monomeriche che lo compongono traslocano da sinistra a 
destra. 


Figura 34.62 Colorazione con tecnica di immunotluorescenza indi- 
retta con anticorpi anti-miosina di una cellula di embrione di pollo 
in divisione. L'immagine mostra che il suo anello contrattile contiene 


miosina. (Fonte: FuliwARA, K., PORTER, M.E. e Pottaro, T.D., /. Cell 
Biol., 79, p. 272, 1978.) 


Figura 34.63 La rete di microtubuli dei fibroblasti evidenziata tramite 
immunofluorescenza indiretta con anticorpi anti-tubulina. (K. G. Mar- 
ti/Visuals Unlimited.) 


(che rappresentano la terza tra le componenti mag- 
giori del citoscheletro, ed hanno apparentemente so- 
lo un ruolo strutturale; paragrafo 1.2A). Tra i micro- 
tubuli vanno considerati i componenti maggioritari 
di organelli cellulari quali il fuso mitotico e i cigli, 
e quei componenti strutturali che formano lo «schele- 
tro» che organizza la cellula. 
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I microtubuli sono composti di tubulina 


[1778]I microtubuli sono polimeri di tubulina, un 
dimero composto da una subunità di a- e una di 
B-tubulina (entrambe di 55 KD). Ciascuno di questi 
due tipi di subunità è altamente conservato in tutto 
il regno degli eucarioti e, in misura minore, recipro- 
camente omologo. A bassa temperatura e in presen- 
za di Ca°*, la tubulina assume una forma protome- 
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rica solubile (i dimeri af si dissociano solo in presen- 
za di agenti denaturanti). In condizioni fisiologiche, 
però, la tubulina polimerizza formando microtubuli 
tramite un processo in cui ogni molecola di tubulina 
lega due GTP e ne idrolizza uno a GDP + P; durante 
o subito dopo l’incorporazione del dimero «8 in un 
microtubulo. La microscopia elettronica e l’analisi ai 
raggi X indicano che i microtubuli consistono di 13 
protofilamenti paralleli ma sfasati disposti intorno a 
una zona centrale vuota (Fig. 34.64). I protofilamen- 
ti, formati da subunità di «- e di 68-tubulina alternate 
e legate testa-a-coda, vanno tutti nella stessa direzio- 
ne. I microtubuli, di conseguenza, sono entità polari 
come i microfilamenti: l'estremità che cresce più ra- 
pidamente è chiamata l’estremità più, mentre l’altra 
è chiamata l’estremità meno. I microtubuli sono di 
solito orientati in una cellula con la loro estremità 
meno verso un centrosoma (il centro organizzatore 
da cui essi emanano, Fig. 34.63), e la loro estremità 
più verso la periferia della cellula. 

I microtubuli sono soggetti ad assemblaggi e disas- 
semblaggi continui. In una data popolazione di mi- 
crotubuli, infatti, alcuni possono crescere mentre al- 
tri simultaneamente si accorciano. Questa instabili- 
tà dinamica si verifica quando il secondo GTP in 
una unità di tubulina all’estremità più di un micro- 
tubulo viene idrolizzato a GDP prima di essere «co- 
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perto» da un’altra subunità di tubulina, determinan- 
do così la dissociazione rapida dal microtubulo della 
subunità-GDP. In una cellula, il bilancio tra crescita 
netta e accorciamento dei microtubuli dipende dal 
ritmo con cui la tubulina idrolizza il suo secondo GTP 
legato, e dalla disponibilità di subunità GTP-tubulina. 
Anche quando mantengono una lunghezza costante 
i microtubuli non sono comunque statici: essi sono 
sottoposti a un rimaneggiamento continuo per cui 
delle subunità di tubulina vengono aggiunte all’estre- 
mità positiva allo stesso ritmo con cui si dissociano 
dall’estremità negativa. Regolando il ritmo di poli- 
merizzazione della tubulina le cellule presumibilmen- 
te cambiano la propria forma e inducono la forma- 
zione e la dissoluzione di apparati cellulari quali il 
fuso mitotico. 


I farmaci antimitotici inibiscono 
la formazione di microtubuli 


1779] La colchicina 
HyC—0 
(6) 
Il 
NH_C_-CHg3 


(0) 
O—CH3 


Colchicina 


Protofilamenti 


Figura 34.64 La struttura ai rag- 
gi X a 18 À di risoluzione di 
un microtubulo accompagna- 
ta da un disegno esplicativo. 
1 microtubuli si possono con- 
siderare composti di 13 proto- 
filamenti paralleli ma sfalsati 
che, a loro volta, consistono 
di subunità alternate di @- e 
8-tubulina legate testa-a-coda. 
{Per gentile concessione di Ge- 
rald Stubbs, Vanderbilt Univer- 
sity; e Lorena Beese e Carolyn 
Cohen, Brandeis University.) 
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un alcaloide prodotto dal croco autunnale, inibisce 
i processi cellulari dipendenti dai microtubuli iniben- 
do la polimerizzazione dei protomeri di tubulina. La 
colchicina, per esempio, arresta la mitosi sia in cellu- 
le vegetali che animali durante la metafase (quando 
i cromosomi replicatisi e condensati si allineano all’e- 
quatore cellulare; paragrafo 27.1A) inibendo la for- 
mazione del fuso mitotico. Essa inibisce anche la mo- 
tilità cellulare. 


La colchicina viene usata da secoli per trattare gli at- 
tacchi acuti di gotta (che è causata da elevati livelli 
di acido urico; paragrafo 26.5B). I lisosomi dei leucociti 
che inglobano i microcristalli di urati sono così dan- 
neggiati da questi cristalli a forma di ago che determi- 
nano la lisi cellulare e scatenano la reazione infiam- 
matoria acuta locale responsabile del dolore caratteri- 
stico degli attacchi di gotta. Si pensa che la colchicina 
rallenti i movimenti ameboidi dei leucociti inibendo il 
loro sistema mobile basato sui microtubuli. 


Anche gli alcaloidi della vinca,*vinblastina e 
vincristina 


CHo_ CHg 
OH 


CHo—CHy 
“o c CH3 
O 
C_ OCH3 


Vinblastina: R=CH3 
Vincristina: R=CHO 


prodotti dalla Vinca rosea del Madagascar, inibisco- 
no la polimerizzazione dei microtubuli legandosi al- 
la tubulina. l 

Queste sostanze sono largamente usate nella chemio- 
terapia anticancro poiché, bloccando la mitosi, elimi- 
nano preferenzialmente le cellule a elevato ritmo di 
crescita. Curiosamente, la colchicina non è selettiva- 
mente tossica per le cellule neoplastiche. 


1 cigli e i flagelli degli eucarioti 
contengono fasci organizzati di microtubuli 


I cigli sono organelli, simili a peli, sulla super- 
ficie di molte cellule animali e di piante inferiori, 
la cui funzione è di far scorrere dei fluidi sulla su- 
perficie cellulare o di far muovere cellule singole in 
un fluido. Nell’uomo, per esempio, le cellule epitelia- 


Figura 34.65 Immagine al microscopio a scansione che mostra tanto 
i cigli che rivestono la superficie epiteliale di un bronco umano quan- 
to la superficie arrotondata di un certo numero di cellule a calice, 
secernenti muco. Individui portatori di difetti ereditari dei cigli soffro- 
no di infezioni ricorrenti dell'apparato respiratorio, che derivano dal- 
la loro ridotta capacità di eliminare particelle corpuscolate estranee. 
(Fonte: KesseL, R.G. e KARDON, R.H., Tissues and Organs: A Text-Atlas 
of Scanning Electron Microscopy, p. 210, Freeman, 1979. Copyright 
© 1979 W.H. Freeman and Company. Riprodotto con autorizzazione.) 


li che foderano l’apparato respiratorio portano cia- 
scuna circa 200 cigli che si muovono in sincronia per 
spazzare le particelle estranee intrappolate nel muco 
verso la gola dove vengono eliminate (Fig. 34.65; in- 
dividui affetti da sindrome dei cigli immobili, un 
morbo ereditato in modo recessivo, soffrono di di- 


‘sordini respiratori cronici). I cigli sono relativamen- 


te corti, operano con un movimento simile a una fru- 
sta, e sono presenti in gran numero su di una singola 
cellula. I flagelli degli eucarioti (diversi dai flagelli 
dei procarioti; paragrafo 34.3G), che comprendono 
le code degli spermatozoi oltre che i flagelli di certi 
protozoi, sono invece molto più lunghi, svolgono la 
loro funzione propulsiva con movimenti ondulatori 
e sono presenti in numero di uno o poco più per 
cellula. Ciò nonostante entrambi i tipi di organello 
hanno la stessa architettura di base (i maschi affetti 
da sindrome dei cigli immobili sono solitamente an- 
che sterili poiché anche i loro spermatozoi sono im- 
mobili). 

Un flagello o un ciglio consiste di un fascio di mi- 
crotubuli rivestiti di membrana plasmatica chiama- 
to assonema. Fotografie al microscopio elettronico 
mostrano che un assonema contiene un anello di 9 
microtubuli doppi che circondano 2 microtubuli sin- 
goli per formare un motivo biologico comune cono- 
sciuto come schieramento 9+2 (Fig. 34.66). Ciascu- 
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na coppia esterna consiste di un anello di 13 protofi- 
lamenti, sottofibra A, fusi a un insieme a forma di 
C di 10, o in qualche caso 11, protofilamenti, sottofi- 
bra B (Fig 34.67). Gli 11 microtubuli che formano 
un assonema sono tenuti insieme da tre tipi di ele- 
menti di connessione (Fig. 34.67): 


1. Le sottofibre A sono unite ai microtubuli centrali 
per mezzo di strutture radiali dette raggi, cia- 
scuna terminante in una protuberanza chiamata 
testa di raggio. 

2. Coppie esterne adiacenti sono unite lungo la cir- 
conferenza da giunti che sono in parte costituiti 
da una proteina molto elastica chiamata nessina. 

3. I microtubuli centrali sono uniti da un ponte. 


Ogni tipo di struttura di connessione è ripetuto 
per tutta la lunghezza dell’assonema con una perio- 
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Figura 34.66 Immagine al microscopio elettronico dei cigli di un ovi- 
dotto di cavia in sezione trasversa. Due microtubuli singoli sono cir- 
condati da 9 coppie, formando un arrangiamento di 9+2. (David 
M. Phillips/Visuals Unlimited.) 


Figura 34.67 Un disegno schematico che illustra la struttura di un 
ciglio in sezione trasversa. 


Braccio esterno di dineina 
Braccio interno di dineina 


Nessina 


Sottofibra B 


\ Sottofibra A 
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Membrana plasmatica 


Raggio 


Testa del raggio 


dicità caratteristica. Ogni sottofibra A, infine, ha 
due braccia, un braccio interno di dineina e un 
braccio esterno di dineina (Fig. 34.68), entrambi 
orientati in senso orario se visti dalla base del ciglio 
(Fig. 34.67). 


Il movimento ciliare è il risultato della «marcia», 
alimentata da ATP, delle braccia di dineina 
lungo una sottofibra B adiacente 


1781] Un flagello isolato (tagliato da un raggio laser) 
la cui membrana plasmatica sia stata rimossa da un 
trattamento con un detergente nonionico continuerà 
a muoversi purché sia provvisto di ATP. 

Evidentemente il «motore» dei flagelli degli eucarioti 
è contenuto nell’assonema stesso piuttosto che nella 
sua base, come capita nei flagelli batterici (paragrafo 
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34.3G). Dov'è il motore dei flagelli degli eucarioti? 
Parecchie osservazioni puntano alle braccia di dineina. 


1. Le braccia di dineina possono essere estratte se- 
lettivamente dagli assonemi «nudi» per mezzo di 
soluzioni ad alta concentrazione di sali. Questo 
trattamento immobilizza gli assonemi mentre so- 
lubilizza la loro attività ATPasica (sebbene questa 
sia molto più bassa in soluzione che negli assone- 
mi intatti). L’aggiunta di dineina purificata agli 
assonemi estratti con i sali ripristina la loro capa- 
cità di movimento. 

2. In assenza di ATP, i flagelli si irrigidiscono. Foto- 
grafie al microscopio elettronico mostrano che nei 
flagelli deprivati di ATP le braccia di dineina so- 
no attaccate alla sottofibra B adiacente. 

3. La dineina ricalca le teste S1 di miosina sia nella 
struttura che nella funzione. Le braccia esterne 


di dineina sono formate da entità a due teste (1 200 
KD) o a tre teste (1900 KD), a seconda delle specie, 
in cui le teste globulari sono unite a una base co- 
mune per mezzo di steli flessibili (Fig. 34.69; le 
braccia interne di dineina, che non sono ben ca- 
ratterizzate, hanno probabilmente una o due te- 
ste globulari). La funzione ATPasica della dineina 
è localizzata in queste teste. 

4. Un breve trattamento con tripsina, che taglia se- 
lettivamente le spicolature radiali e i ponti di nes- 
sina lungo la circonferenza, seguito dalla sommi. 
nistrazione di ATP determina l’allungamento de- 
gli assonemi fino a nove volte la loro lunghezza 
originale (Fig. 34.70). L’allungamento è il risulta- 
to dell’estroflessione telescopica dei microtubuli 
che compongono l’assonema fuori dalla struttura 
danneggiata; i microtubuli non cambiano la loro 
lunghezza individuale. 


Figura 34.68 Immagine al microscopio elettronico ottenuta con la 
tecnica del freeze-etching di un microtubulo flagellare dell’alga uni- 
cellulare Ch/amydomonas reinhardtii, visto trasversalmente, che mo- 
stra le sue braccia di dineina sporgere come «lecca-lecca». Le braccia 
di dineina più esterne (in alto), che sono intervallate di 240 A lungo 
il microtubulo, hanno teste di 100À di diametro attaccate a steli lar- 
ghi meno di 30 À (un arrangiamento che ricorda le teste S1 di miosi- 
na). La spaziatura delle braccia di dineina più interne (in basso) è 
meno regolare. (Per gentile concessione di John Heuser e Ursula W. 
Goodenough, Washington University School of Medicine.) 


. Allungamento SR ci 


(b) 

Figura 34.69 Immagini al microscopio elettronico delle braccia ester- 
ne di dineina dell'assonema. (a) Dineina a due teste dello spermato- 
zoo del riccio di mare Strongylocentrotus purpuratus. (b) Dineina a 
tre teste di Ch/amydomonas. (Per gentile concessione di Ursula Goo- 
denough, Washington University School of Medicine.) 

Figura 34.70 Microfotografia di un assonema isolato di un ciglio di Tetra- 
hymena trattato per breve tempo con tripsina per degradare le proteine 
di connessione, ed esposto ad ATP. Le singole coppie di microtubuli fuo- 
riescono l’una dall'altra e l'assonema si allunga telescopicamente di un 
fattore 9. (Fonte: WARNER, F.D. e Mirctieti, D.R., /. Cell Biol., 89, 1981.) 
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Figura 34.71 Rappresentazione dello scivolamento dei microtubuli 
esterni in un ciglio in movimento. Quando il ciglio è diritto tutte 
le coppie esterne finiscono allo stesso livello (a/ centro). Il ciglio si 
piega quando le coppie sul lato interno della curvatura scivolano ol- 
tre quelle sul lato esterno (in alto e in basso). 


Queste osservazioni indicano che la motilità ciliare 
è il risultato di un processo sostenuto da ATP che 
richiama il modello dei filamenti che scorrono della 
; contrazione muscolare: le braccia di dineina di un 
microtubulo «camminano» lungo la sottofibra B adia: 
cente così da far scorrere l’uno sull’altro questi due 
microfilamenti. 

Tuttavia, i legami trasversali tra i microtubuli pre- 
senti in un ciglio intatto impediscono che questo scor- 
rimento superi una certa distanza. Questi legami tra- 
sversali convertono quindi il movimento di scorrimento 
indotto dalla dineina in un movimento di flessione 
dell’intero assonema. Questo modello è sostenuto da 
studi di microscopia elettronica, dove si dimostra che 
nel flagello diritto le coppie esterne hanno la stessa 
lunghezza e terminano allo stesso livello, mentre nel 
flagello piegato le coppie all’interno della piega si 
estendono più in avanti di quelle all’esterno della pie- 
ga (Fig. 34.71). 
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La dineina e la chinesina trasportano 
vescicole ed organelli lungo i microtubuli 


Le cellule eucariotiche, come abbiamo visto (pa- 
ragrafi 11.3F e 21.3B), trasferiscono proteine e lipidi 
tra i loro vari organelli per mezzo di vescicole mem- 
branose. Ma come fanno queste vescicole a trovare 
la strada giusta per la loro destinazione a un ritmo 
ragionevole? La risposta a questa domanda è stata 
data, in parte, attraverso lo studio del trasporto di 
vescicole nell’assone dei neuroni (proiezioni cellula- 
ri che si estendono dal corpo cellulare per una lun- 
ghezza che può arrivare fino a 1 m; Fig. 1.10d). L’e- 
laborazione computerizzata di immagini con mi- 
croscopia a contrasto (i componenti subcellulari so- 
no generalmente più piccoli del potere di risoluzio- 
ne della luce) ha rivelato che le vescicole e persino 
organelli interi come i mitocondri sono trasportati 
con moto unidirezionale nell’assone a una velocità 
di 1-5 um - s_*, che permette loro di percorrere Vin 
tera lunghezza dell’assone più lungo in circa 2 gior- 
ni. Questo spostamento, apparentemente ben deter- 
minato e che si verifica simultaneamente in entram- 
be le direzioni (Fig. 34.72), si muove lungo binari 
filamentosi che sono stati identificati come microtu- 
buli per mezzo di esperimenti di legame con anti 
corpi specifici. 

Quali sono i «motori» che sostengono il trasporto 
di vescicole ed organelli? Ne sono stati identificati 
due tipi: 


1. Le dineine citosoliche, che assomigliano alle di- 
neine a due teste dell’assonema (Fig. 34.69a), tra- 
sportano vescicole ed organelli dall’estremità me- 
no a quella più lungo i microtubuli (verso il cen- 
tro della cellula). Questa evidenza è corroborata 
dall’osservazione che la dineina immobilizzata, as- 
sorbendola ad una superficie di vetro, è in grado 
di trasportare, purché sia fornita di ATP, micro- 


tubuli liberi nella direzione della loro estremità 


più. 

2. La chinesina trasporta vescicole e organelli lun- 
go i microtubuli in direzione da meno a più (lon- 
tano dal centro della cellula) e analogamente, do- 
po assorbimento su di una superficie di vetro, tra- 
sporta microtubuli liberi in direzione della loro 
estremità meno. Questa proteina di circa 600 KD, 
allungata (è lunga —1000 À), assomiglia a miosi- 
na e dineina per il fatto che ha due teste globulari 
che sono le sedi della attività ATPasica e i motori 
del movimento. 


Gli eucarioti quindi hanno tre classi di ATPasi che 
generano forza: miosine, dineine e chinesine. 
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Figura 34.72 Una serie successiva di elaborazioni computerizzate di 
immagini ottenute con microscopia a contrasto che illustra due orga- 
nelli (triangoli) che si muovono in direzioni opposte lungo un micro- 
tubulo e si sorpassano a vicenda senza scontrarsi. Il numero nell’an- 
golo in alto a destra di ogni fotografia rappresenta l'intervallo di tem- 
po in secondi con la prima immagine in alto. (Per gentile concessione 
di Bruce Schnapp, Boston Medical Center e Thomas S. Reese, NIH.) 


La dinamina, una nuova classe di nucleotide 
trifosfatasi che producono forza 


1783] Sono state identificate due classi di ATPasi cito- 
plasmatiche che producono forza, interagendo con 
i microtubuli: la dineina citosolica e la chinesina. Re- 
centemente è stato dimostrato che la dinamina, una 
proteina di 100 kD, presenta una attività ATPasica 
attivata dai microtubuli che è diversa da quella della 
dineina e della chinesina. La presenza di dinamina 
induce la formazione di fasci di microtubuli in cui 
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un microtubulo centrale è collegato tramite una se- 
rie elicoidale di ponti di 120 À a cinque o sei micro- 
tubuli non decorati. I ponti sono stati identificati co- 
me dinamina. In seguito all’aggiunta di ATP, i fasci 
si allungano e la maggior parte di essi si frammenta- 
no in fasci più corti e in singoli microtubuli, median- 
te l'espulsione, in alcuni casi, di microtubuli dalle 
estremità del fascio. Questo comportamento sembra 
essere la conseguenza dello slittamento dei microtu- 
buli all’interno del fascio. Si ritiene quindi che la di- 
namina sia una ATPasi che produce forza anche se 
la sua funzione fisiologica rimane sconosciuta. 

La sequenza amminoacidica di 851 residui della di- 
namina, dedotta dalla sequenza del suo gene, pre- 
senta dei segmenti che sono indicativi di un sito le- 
gante il GTP. Anche se era stato precedentemente 
dimostrato che la dinamina presenta una attività ATP- 
asica attivata dai microtubuli, l’analisi della sequen- 
za ha portato alla scoperta che essa è anche una po- 
tente GTPasi attivata dai microtubuli. Questo sugge- 
risce che il GTP sia il substrato fisiologico della dina- 
mina. La chinesina idrolizza anche il GTP ma la sua 
superiore affinità per l’ATP suggerisce che questo 
sia il suo substrato fisiologico. 


G. | flagelli dei batteri 


L’ultimo aspetto della motilità biologica che 
prenderemo in considerazione è la natura del flagel- 
lo dei batteri. Questo straordinario organello propul- 
sivo genera un vero movimento rotatorio; è un pro- 
pulsore piuttosto che un dispositivo contrattile o pie- 
ghevole. 

Molte specie di batteri, E. coli per esempio (Fig. 
1.3b), «nuotano» attraverso delle soluzioni per mezzo 
di pochi flagelli. I flagelli dei batteri però sono com- 
pletamente differenti da quelli degli eucarioti sia nella 
struttura che nella chimica. Per cominciare, i flagelli 
batterici hanno un diametro di solo 200 À, inferiore 
alla larghezza di un singolo microtubulo, e non con- 
tengono tubulina. Fotografie al microscopio elettro- 
nico (Fig. 34.73) mostrano che i flagelli dei batteri 
sono formati da tre segmenti maggiori (Fig. 34.74): 


1. Il filamento flagellare, che è la porzione premi 
nente, è un’elica strettamente avvolta lunga fino 
a 10 um, e che consiste solo di subunità della pro- 
teina di 55 kD flagellina. 

2. L’uncino flagellare, che è assemblato a partire 
da subunità della proteina dell’uncino, di 42 kD, 
rappresenta una corta struttura ricurva a cui è 
saldato il filamento flagellare. 
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Figura 34.73 Fotografia al microscopio elettronico di flagelli di Sal 
monella. (a) Un flagello intatto. Il suo filamento elicoidale (F), che 
si estende verso l'alto e a destra, è connesso tramite l’uncino {H) 
al suo corpo basale di quattro anelli (B). (Per gentile concessione di 


Uncino 


Anello P 
Anello L 


Figura 34.74 La struttura del flagello dei batteri gram-negativi. Il «mo- 
tore» rotante consiste degli anelli M ed S del corpo basale. L'anello 
S è ancorato allo strato di peptidoglicani mentre l'anello M, che, è 
unito al filamento flagellare tramite l’asse e l'uncino, ruota liberamen- 


3. Il corpo basale, che nei batteri gram-negativi pas- 
sa attraverso la membrana esterna, il rivestimen- 
to di peptidoglicano e la membrana plasmatica 
interna, consiste di un asse che mette in connes- 
sione parecchie strutture ad anello che ancorano 
l’uncino flagellare al batterio. 


I flagelli dei batteri ruotano 


Osservazioni al microscopio dei movimenti «na- 
tatori» dei batteri mostrano che questi movimenti so- 
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Robert McNab, Yale University.) (b) Ingrandimento del corpo basale 
ottenuto tramite aumento computerizzato della risoluzione. (Per gen- 
tile concessione di David }. DeRosier, Brandeis University.) 


Membrana interna (plasmatica) 


te nella membrana citoplasmatica. La forza di rotazione è generata 
dall'interazione di questo «motore» con il gradiente elettrochimico 
che attraversa la membrana. | batteri gram-positivi, che non hanno 
la membrana esterna, sono privi anche degli anelli L e P. 


no sostenuti da quelle che appaiono come ondulazio- 
ni dei flagelli. Queste ondulazioni sono una illusione: 
non si può, guardando solo attraverso un microsco- 
pio ottico, distinguere le onde di propagazione lun- 
go un flagello a elica dalla sua rotazione rigida. Il 
fatto che i flagelli batterici possano ruotare libera- 
mente, un fenomeno biologico precedentemente sco- 
nosciuto e inaspettato, è stato scoperto tramite l’os- 
servazione che, quando un flagello batterico viene 
immobilizzato «incollandolo» ad un vetrino con anti- 
corpi anti-flagellina, il batterio ad esso attaccato ruo- 
ta lentamente. Analogamente, delle piccole palline 
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di lattice attaccate allo stesso modo a un flagello bat- 
terico saranno viste ruotare attorno al flagello. 

Qual è la natura del «motore» del flagello? Esso non 
può essere nel filamento flagellare né nell’uncino fla- 
gellare, poiché sia la flagellina che la proteina del- 
l’uncino non hanno attività enzimatica dimostrabile. 
L'elemento rotante deve essere quindi il corpo basa- 
le. Se questo è vero, deve allora avere gli stessi ele- 
menti costitutivi di altri dispositivi rotanti: un rotore 
(l'elemento rotante) e uno statore (l’elemento fisso). 
Infatti, come illustrato nelle Figg. 34.73b e 34.74, le 
strutture ad anello del corpo basale formano proprio 
questi elementi. L’anello M è il rotore, l’anello S, che 
è ancorato alla parete di peptidoglicano, è lo statore, 
e gli anelli L e P formano un passante attraverso cui 
l’asse rotante penetra la membrana batterica ester- 
na. L’uncino e il filamento flagellare sono quindi ele- 
menti chimicamente passivi che convertono mecca- 
nicamente un movimento rotatorio in una spinta li- 
neare, come fanno i propulsori a elica. 

L’ultima domanda che ci poniamo è: che cosa fa 
ruotare il rotore del flagello? Si potrebbe azzardare 
che, in analogia a muscoli e ciglia, gli anelli M e S 
formino una ATPasi che agisce come trasduttore 
meccanico-chimico. 

L’osservazione, però, che il nuoto dei batteri non 
è sensibile a drastiche riduzioni del poo! batterico 
di ATP invalida questa ipotesi. Sembra piuttosto che 
la forza motrice dietro la rotazione del flagello sia 
un gradiente elettrochimico di protoni attraverso la 
membrana plasmatica; lo stesso gradiente di protoni 
che sostiene la fosforilazione ossidativa. Questo feno- 
meno è stato dimostrato per la prima volta in mu- 
tanti di E. coli carenti della ATPasi attiva FoF; (l’en- 
zima che media la sintesi di ATP dipendente dal gra- 
diente di protoni; paragrafo 20.3C) e incapaci, quin- 
di, di generare un gradiente di protoni in condizioni 
anaerobiche (quando l’ATPasi attiva FoF, lavora a ro- 
vescio). Questi batteri mutanti possono nuotare solo 
in condizioni aerobiche, mentre i batteri normali pos- 
sono nuotare anche in condizioni anaerobiche. Si ri- 
tiene che la trasduzione dell’energia libera del gra- 
diente di protoni in lavoro meccanico avvenga tra- 
mite il passaggio di protoni attraverso l’anello M, pas- 
saggio che permette ai protoni di interagire con cari- 
che opportunamente disposte sulla superficie dell’a- 
nello S. La costruzione di un modello dettagliato per 


x 


questo processo è oggetto di attiva ricerca. 


La struttura dei flagelli batterici 


(4786|I batteri nuotano utilizzando uno o più filamenti 
ilagellari che vengono fatti muovere come eliche da 


motori rotanti posti alla loro base (Fig. 34.74). La mag. 
gior parte del flagello è formata da una singola pro- 
teina arrangiata con andamento elicoidale, la flagelli- 
na, che nella Salmonella typhimurium consiste di 489 
residui. È stata determinata ai raggi X a una risolu- 
zione di 20 À la struttura della fibra del filamento 
flagellare di Salmonella. Il filamento ha un diametro 
di 240 À e presenta — 5,5 subunità per giro. Una. se- 
zione del filamento spessa 52,5 À e che contenga 11 
subunità in due giri dell’elica ha l’aspetto, quando 
vista da una estremità, di un'elica a 11 pale con un 
canale centrale di — 60 À di diametro. È noto che 
i flagelli si allungano mediante l’aggiunta di subuni- 
tà di flagellina all’estremità più lontana dal corpo cel- 
lulare ed è stato quindi postulato che queste subuni- 
tà diffondano attraverso il nucleo cavo del flagello 
per poterne raggiungere la punta, evitando così di 
disperdersi nel mezzo. La struttura ai raggi X con- 
ferma che il nucleo cavo del flagello ha una larghez- 
za sufficiente ad accogliere una subunità ripiegata 
di flagellina. 


4. COMUNICAZIONI BIOCHIMICHE: 
GLI ORMONI 
E LA NEUROTRASMISSIONE 


[787] Gli esseri viventi coordinano le loro attività a 
ogni livello della propria organizzazione per mezzo 
di complicati sistemi di segnalazione chimica. Le co- 
municazioni intracellulari sono mantenute per mez- 
zo della sintesi o dell’alterazione di una grande va- 
rietà di sostanze differenti che sono spesso delle com- 
ponenti integrali del processo che controllano; le vie 
metaboliche, per esempio, sono regolate attraverso 
il controllo a feedback di enzimi allosterici da parte 
di metaboliti della stessa via o per mezzo di modifi- 
cazioni covalenti di macromolecole. I segnali inter- 
cellulari sono trasmessi con la mediazione di mes- 
saggeri chimici noti come ormoni e, negli animali 
superiori, con impulsi elettrochimici trasmessi per 
via neuronale. In questo paragrafo descriveremo il 
funzionamento di entrambi questi complessi sistemi 
di segnalazione. 


A. Il sistema endocrino 


1788] Gli ormoni vengono classificati in base alla di- 
stanza a cui agiscono (Fig. 34.75): 


1. Gli ormoni autocrini agiscono sulla stessa cellu- 
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(a) Autocrina 


(c) Endocrina 


(b)  Paracrina 


Figura 34.75 Le comunicazioni ormonali sono classificate in base 
alla distanza a cui agisce il segnale: (a) i segnali autocrini sono diretti 
alla stessa cellula che li produce, (b) i segnali paracrini sono diretti 
alle cellule adiacenti e (c) i segnali endocrini sono diretti a cellule 
distanti con ja mediazione della circolazione del sangue. 


la che li ha rilasciati. L’interleuchina-2, che stimola 

la proliferazione delle cellule T (paragrafo 34.2A), è 

un ormone autocrino. 

2. Gli ormoni paracrini agiscono solo su cellule vi- 
cine a quella che li ha rilasciati. Le prostaglandi- 
ne (paragrafo 23.7) e i fattori di crescita polipepti- 
dici (paragrafo 33.4C) sono esempi di ormoni pa- 
racrini. 

3. Gli ormoni endocrini agiscono su cellule distan- 
ti dal loro sito di rilascio. Gli ormoni endocrini 
quali, per esempio, insulina ed adrenalina sono 
sintetizzati e quindi rilasciati nel torrente circola- 
torio da ghiandole endocrine specializzate e pri- 
ve di dotti. 


Conosciamo già molti aspetti del controllo ormonale. 


Abbiamo già visto, per esempio, come l'adrenalina, 
l’insulina e il glucagone regolino il metabolismo ener- 
getico con la mediazione di cAMP (paragrafi 17.3F 
e 17.3G), come gli ormoni steroidei attivino i fattori 
di trascrizione e quindi influenzino la sintesi delle 
proteine (paragrafo 33.3B), e come l’adrenalina indu- 
ca il rilassamento del muscolo liscio tramite la me- 
diazione di Ca** (paragrafo 34.3D). In questo para- 
grafo estenderemo queste informazioni in modo si- 
stematico. Prima di fare questo, però, bisogna notare 
che le comunicazioni biochimiche non sono limitate 
ai segnali intra- ed intercellulari. Molti organismi ri- 
lasciano delle sostanze chiamate feromoni che mo- 
dificano il comportamento di altri organismi della 


Cellule 
endocrine 
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stessa specie con azione analoga a quella degli ormo- 
ni. Generalmente i feromoni hanno una funzione di 
attrazione sessuale, ma alcuni hanno altre funzioni 
in specie che mostrano una complessa organizzazio- 
ne sociale. 

Il sistema endocrino umano (Fig. 34.76) produce una 
grande varietà di ormoni (Tabella 34.5) che permet- 
tono al corpo di: 


4. Mantenere l’omeostasi (per esempio, insulina e glu- 
cagone mantengono il livello ematico di glucosio 
entro precisi limiti sia durante un banchetto che 
a digiuno). 

2. Rispondere ad una grande varietà di stimoli ester- 
ni (quale la preparazione per «la lotta o la fuga» 
generata da adrenalina e noradrenalina). 

3. Seguire vari programmi ciclici e di sviluppo (per 
esempio, gli ormoni sessuali regolano il differen- 
ziamento, la maturazione sessuale, il ciclo mestrua- 
le e la gravidanza). 


La maggior parte degli ormoni sono 0 polipeptidi, 
derivati amminoacidici, o steroidi, ma ci sono im- 
portanti eccezioni a questa generalizzazione. In ogni 
caso, risponderanno alla presenza di un ormone solo 
quelle cellule dotate di un recettore specifico per quel 
l'ormone, anche se quasi tutte le cellule dell’organi- 
smo possono essere esposte a quello stesso ormone. 
I messaggi ormonali sono quindi indirizzati in modo 
specifico. 

Nelle pagine che seguono descriveremo le funzio- 
ni ormonali delle varie ghiandole endocrine. In que- 
sta discussione dobbiamo tener presente che queste 
ghiandole non sono solo una collezione di organi se- 
cretori indipendenti, ma formano un sistema di con- 
trollo complesso e interdipendente. Vedremo infatti 
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Figura 34.76 Le principali ghiandole del sistema endocrino dell’uo: 
mo. Anche altri tessuti, come l'intestino per esempio, secernono or- 
moni endocrini. 


che la secrezione di molti ormoni è sottoposta a un 
controllo a feedback attraverso la secrezione di altri 
ormoni a cui quella stessa ghiandola secretrice rispon- 
de. Molte delle informazioni che abbiamo sulla fun- 
zione ormonale vengono da attente misurazioni del- 
le concentrazioni ormonali e degli effetti delle modi- 
ficazioni di tali concentrazioni sulle funzioni fisiolo- 
giche. Iniziamo quindi descrivendo come si misura 
la concentrazione fisiologica di un ormone. 


Le concentrazioni ormonali si misurano 
con dosaggi radioimmunologici 


789] Le concentrazioni sieriche degli ormoni sono 
estremamente basse, generalmente tra gr e 
10-7M, e devono quindi essere misurate con metodi 
indiretti. A questo scopo, sono state tradizionalmen- 
te impiegate tecniche di determinazione biologica, 
ma sono generalmente lente, complesse e imprecise. 
Questo tipo di determinazioni è stato quindi soppian- 
tato dai dosaggi radioimmunologici. In questa tec- 
nica, sviluppata da Rosalyn Yalow, la concentrazio- 
ne ignota di un ormone, H, viene determinata misu- 
rando quanto ormone di una quantità nota di ormo- 
ne H radiomarcato, H*, si lega a una quantità fissa 
di anticorpo anti-H, in presenza di H. Questa reazio- 
ne di competizione viene facilmente calibrata prepa- 
rando una curva di riferimento che esprima la quan- 
tità di H* che si lega all’anticorpo come una funzio- 
ne della concentrazione di H. L’alta affinità del ligan- 
de e la specificità degli anticorpi danno al dosaggio 
radioimmunologico i vantaggi di una grande sensi- 
bilità e specificità. 


Gli ormoni delle isole pancreatiche regolano 
l’accumulo e il rilascio 


del glucosio e degli acidi grassi 


[1790] Il pancreas è un grosso organo ghiandolare, per 
la maggior parte costituito da una ghiandola eso- 
crina preposta alla produzione di enzimi digestivi 
quali tripsina, RNasi A, a-amilasi, fosfolipasi A, che 
vengono secreti nel duodeno tramite il dotto pancrea- 
tico. Dall’1 al 2% del tessuto pancreatico, però, è rap- 
presentato da gruppi disseminati di cellule noti co- 
me isole di Langerhans, che costituiscono una 
ghiandola endocrina la cui funzione è di mantenere 
l’omeostasi del metabolismo energetico. Le isole pan- 
creatiche contengono tre tipi di cellule, di cui ognu- 
na secerne un ormone polipeptidico caratteristico: 


1. Le cellule a secernono glucagone (29 residui; pa- 
ragrafo 17.3). 

2. Le cellule 8 secernono insulina (51 residui; Fig. 8.4). 

3. Le cellule è secernono somatostatina (14 residui). 


L’insulina, che è secreta in risposta a elevati livelli 
ematici di glucosio, funziona principalmente, come 
abbiamo visto (paragrafo 25.2), stimolando i muscoli, 
il fegato e le cellule adipose ad accumulare il gluco- 
sio per uso successivo sotto forma di glicogeno, pro- 
teine e grassi. Il glucagone, che è secreto in risposta 
a bassi livelli ematici di glucosio, ha praticamente 
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Tabella 34,5 Elenco di alcuni ormoni umani 


Ormone 


Ormoni polipeptidici 


Fattore di rilascio delle corticotropine (CRA) 
Fattore di rilascio delle gonadotropine (GnRF) 
Fattore di rilascio della tireotropina (TRA) 
Fattore di rilascio dell'ormone della crescita 


(GFR) 
Somatostatina 


Ormone adrenocorticotropo (ACTH) 
Ormone stimolante i follicoli 


Ormone luteinizzante (LH) 


Gonadotropina corionica 
Tireotropina (TSH) 


Somatotropina (ormone della crescita) 


Met-encefalina 
Leu-encefalina 
B-endorfina 
Vasopressina 


Ossitocina 
Glucagone 
Insulina 


Gastrina 
“Secretina 
Colecistochinina (CCK) 


Peptide inibitore gastrico (GIP) 


Ormone paratiroideo 
Calcitonina 
Somatomedine 


Ormoni steroidei 
Glucocorticoidi 


Mineralcorticoidi 
Estrogeni 


Androgeni 


Progestinici 
Vitamina D 


Derivati di amminoacidi 
Adrenalina 


Noradrenalina 


Triiodotironina (T3) 
Tiroxina (Ty) 
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Effetti principali 


Ipotalamo 
Ipotalamo 
Ipotalamo 


Ipotalamo 
Ipotalamo 
Adenoipofisi 
Adenoipofisi 


Adenoipofisi 


Placenta 

Adenoipofisi 
Adenoipofisi 
Adenoipofisi 
Adenoipofisi 
Adenoipofisi 
Neuroipofisi 


Neuroipofisi 
Pancreas 
Pancreas 


Stomaco 
Intestino 
Intestino 


Intestino 


Paratiroide 
Tiroide 
Fegato 


Corteccia surrenale 


Corteccia surrenale 

Gonadi e corteccia 
surrenale 

Gonadi e corteccia 
surrenale 

Ovaie e placenta 

Dieta e Sole 


Midollare del 
surrene 


Midollare del 
surrene 

Tiroide 

Tiroide 


Stimola il rilascio di ACTH 
Stimola il rilascio di FSH e LH 
Stimola il rilascio di TSH 


Stimola il rilascio dell'ormone della crescita 

Inibisce il rilascio dell'ormone della crescita 

Stimola il rilascio di adrenocorticosteroidi 

Nelle ovaie stimola lo sviluppo (FSH) follicolare, l'ovulazione e la 
sintesi di estrogeni; nei testicoli stimola la spermatogenesi 

Nelle ovaie stimola la maturazione dell’ovocita ‘e la sintesi follicolare 
di estrogeni e progesterone; nei testicoli stimola la sintesi di androgeni 

Stimola il rilascio di progesterone (GC) dal corpo luteo 

Stimola il rilascio di T3 e T4 

Stimola la crescita e la sintesi di somatomedine 

Ha gli effetti degli oppiacei sul sistema nervoso centrale 

Ha gli effetti degli oppiacei sul sistema nervoso centrale 

Ha gli effetti degli oppiacei sul sistema nervoso centrale 

Stimola il riassorbimento di acqua dal rene ed aumenta la 
pressione sanguigna 

Stimola le contrazioni uterine 


Stimola il rilascio di glucosio tramite la glicogenolisi e stimola la lipolisi 

Stimola l'accumulo di glucosio attraverso gluconeogenesi, sintesi 
proteica e lipogenesi 

Stimola la secrezione gastrica di acido e di pepsinogeno 

Stimola la secrezione pancreatica di HCO3 

Stimola lo svuotamento della colecisti e la secrezione pancreatica 
di enzimi digestivi e HCO7 

Inibisce la secrezione acida e lo svuotamento gastrico; stimola il 
rilascio di insulina pancreatica 

Stimola l'assorbimento di Ca?* da osso, rene e intestino 

Inibisce l'assorbimento di Ca?* da osso e rene 

Stimolano la crescita della cartilagine; hanno attività insulino-simile 


Influenzano il metabolismo in vari modi, diminuiscono l'infiamma- 
zione, aumentano la resistenza allo stress 

Mantengono l'equilibrio idrosalino 

Maturazione e funzione degli organi sessuali secondari, 
particolarmente nelle femmine 

Maturazione e funzione degli organi sessuali secondari, 
particolarmente nei maschi, differenziamento sessuale maschile 

Mediano il ciclo mestruale e mantengono la gravidanza 

Stimola l'assorbimento di Ca?* dall’intestino, rene e osso 


Stimola la contrazione di alcuni muscoli lisci e il rilassamento di 
altri, aumenta la frequenza cardiaca e la pressione sanguigna, 
stimola la glicogenolisi in fegato e muscolo, stimola la lipolisi 
nel tessuto adiposo 

Stimola la contrazione delle arteriole, diminuisce la circolazione 
periferica, stimola la lipolisi nel tessuto adiposo 

Stimola il metabolismo in generale 

Stimola il metabolismo in generale 


1791 


Fisiologia molecolare 1319 


© B8-08-10538-5 


gli effetti opposti: stimola il fegato a rilasciare gluco- 
sio attraverso la glicogenolisi e la gluconeogenesi, e 
stimola il tessuto adiposo a rilasciare acidi grassi at- 
traverso la lipolisi. La somatostatina, che è secreta 
anche dall’ipotalamo (vedi più avanti), inibisce il ri- 
lascio di insulina e di glucagone dalle cellule delle 
isole, e le viene quindi attribuita una funzione para- 
crina nel pancreas. i 

Gli ormoni polipeptidici, analogamente a quanto av- 
viene per altre proteine destinate alla secrezione, so- 
no sintetizzati dai ribosomi come preormoni, rima- 
neggiati nel reticolo endoplasmatico rugoso e nell’ap- 
parato di Golgi per generare l’ormone maturo, e quin- 
di conservati in granuli secretori in attesa del segna- 
le per il loro rilascio, che avviene per esocitosi (para- 
grafo 11.3F). Gli stimoli fisiologici più potenti per il 
rilascio di glucagone e insulina sono, rispettivamen- 
te, bassa e alta concentrazione ematica di glucosio; 
le cellule delle isole pancreatiche funzionano quindi 
come i sensori primari del livello di glucosio del cor- 
po. Il rilascio di questi ormoni è però anche influen- 
zato dal sistema nervoso autonomo (involontario) e 
da ormoni secreti dall’apparato gastroenterico (vedi 
più avanti). 


La digestione è regolata 
da ormoni gastroenterici 


{1791] La digestione e l’assorbimento di nutrienti so- 
no processi complicati che sono regolati dal sistema 
nervoso autonomo in accordo con un complesso si- 
stema di ormoni polipeptidici. Gli ormoni gastroen- 
terici sono immessi nel torrente circolatorio da un 
sistema di cellule specializzate che foderano il tratto 
gastrointestinale e la cui massa, se considerate tutte 
assieme, supera quella del resto del sistema endocri- 
no. Sono stati ben caratterizzati quattro ormoni ga- 
stroenterici: si 


1. La gastrina (17 residui), che è prodotta dalla mu- 
cosa gastrica, stimola la secrezione gastrica di HCI 
e pepsinogeno (lo zimogeno della proteasi dige- 
stiva pepsina). La secrezione della gastrina è sti- 
molata da amminoacidi e da proteine parzialmente 
digerite, ma anche dal nervo vago (che innerva 
lo stomaco) in risposta alla distensione dello sto- 
maco. Il rilascio di gastrina è inibito da HCl e da 
altri ormoni gastroenterici (vedi più avanti). 

2. La secretina (27 residui), che è prodotta dalla mu- 
cosa del tratto iniziale dell’intestino tenue in ri- 
sposta all’acidificazione indotta dall’HCl gastrico, 
stimola la secrezione pancreatica di HCO7 al fi- 
ne di neutralizzare l'acidità. 


3. La colecistochinina (CCK; 33 residui), che è pro- 
dotta dal tratto iniziale dell'intestino tenue, sti- 
mola lo svuotamento della colecisti, la secrezione 
pancreatica di enzimi digestivi e di HCO5 (e au- 
menta quindi l’effetto della secretina), e inibisce 
lo svuotamento gastrico. CCK è rilasciata in rispo- 
sta ai prodotti della digestione dei lipidi e delle 
proteine, cioè di acidi grassi, monoacilgliceroli, am- 
minoacidi e peptidi. 

4. Il peptide inibitore gastrico (GIP; 43 residui), 
che è prodotto da cellule specializzate che fodera- 
no l’intestino tenue, è un potente inibitore della 
secrezione, della motilità e dello svuotamento ga- 
strico. La principale funzione fisiologica di GIP 
è, però, quella di stimolare la secrezione pancrea- 
tica di insulina. Il rilascio di GIP è stimolato infat- 
ti dalla presenza di glucosio nell’intestino; ciò spie- 
ga l'osservazione che il livello ematico di insulina 
aumenta, dopo un pasto, prima dell'aumento del 
livello ematico di glucosio. 


Questi ormoni gastrointestinali formano famiglie di 
polipeptidi correlati: i pentapeptidi C-terminali di ga- 
strina e CCK sono identici; secretina, glucagone e GIP 
sono molto simili. 

Sono stati isolati dall’intestino svariati altri polipep- 
tidi che influenzano la funzione gastrointestinale. Il 
ruolo fisiologico, tuttavia, di questi «presunti ormo- 
ni» non è chiaro. Molte delle difficoltà nascono dalla 
distribuzione estremamente diffusa delle cellule se- 
cernenti gli ormoni gastroenterici; questa caratteri. 
stica ostacola infatti quegli studi sull’effetto di un or- 
mone che si basano sull’analisi degli effetti della escis- 
sione della ghiandola produttrice, studi che sono in- 
vece stati possibili per altri ormoni endocrini. 


Gli ormoni tiroidei 
sono dei regolatori del metabolismo 


1792) La tiroide produce due ormoni correlati, la triio- 
dotironina (T3) e la tiroxina (T.), 


I I, É 
Î 
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X=H Triiodotironina (T3) 
X=]I Tiroxina (T;) 


che stimolano il metabolismo di moltissimi tessuti, 
con la cospicua eccezione però del cervello adulto. La 
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Figura 34.77 La biosintesi di T3 e Ty nella tiroide avviene tramite 
iodazione, riarrangiamento e idrolisi (proteolisi) dei residui Tyr della 
tireoglobulina. Lo ione 17, relativamente scarso, è attivamente seque- 
strato dalla tiroide. 


produzione di questi insoliti amminoacidi iodati ini- 
zia con la sintesi di tireoglobulina, una proteina 
globulare di 660 kD. Questa proteina subisce delle 
modificazioni postraduzionali costituite da una serie 
di reazioni uniche dal punto di vista biochimico (Fig. 
34.77): 


1. Circa il 20% dei 140 residui Tyr della tireoglobuli- 
na vengono iodati a 2,5-diiodo-tyr con una rea- 
zione catalizzata da una iodoperossidasi. 

2. Due di questi residui sono accoppiati per dare T; 
e Ta. La tireoglobulina matura come ormone è di 
per sé inattiva; in seguito a stimolazione ormona- 
le della tiroide vengono prodotte cinque o sei mo- 
lecole di ormone attivo, T3 e T., per proteolisi li- 
sosomiale della tireoglobulina (vedi più avanti). 
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Come funzionano gli ormoni tiroidei? T3 e T,, che 
sono sostanze non polari, sono trasportati nella cir- 
colazione sanguigna accoppiati a proteine di traspor- 
to: principalmente alla globulina legante la tiro- 
xina, ma anche a prealbumina e albumina. Gli 
ormoni passano quindi attraverso la membrana cito- 
plasmatica della loro cellula bersaglio nel citoplasma, 
dove si legano a una proteina specifica. Al complesso 
ormone-proteina che ne risulta, e che non entra nel 
nucleo, è attribuito un ruolo di riserva intracitopla- 
smatica di ormoni tiroidei. Il vero recettore degli 
ormoni tiroidei è una proteina cromosomica non 
istonica, e non lascia quindi il nucleo. Il legame di 
questo recettore con T3, e in misura minore con Ta 
ne provoca l’attivazione come fattore di trascrizione, 
la cui attività è visibile come aumento del ritmo di 
sintesi di numerosi enzimi metabolici. Il recettore de- 
gli ormoni tiroidei è infatti analogo ai recettori degli 
ormoni steroidei (paragrafo 33.38). Siti di legame ad 
alta affinità con gli ormoni tiroidei sono anche pre- 
senti sulla membrana mitocondriale interna, sugge- 
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rendo che questi recettori possano direttamente re- 
golare il consumo di O; e la produzione di ATP. 

Livelli anormali di ormoni tiroidei sono patologie 
comuni nell’uomo. L’ipotiroidismo è caratterizzato 
da letargia, obesità e pelle secca e fredda, mentre 
l’ipertiroidismo ha gli effetti opposti. Gli abitanti 
delle aree in cui il terreno è a basso contenuto di 
iodio spesso sviluppano ipotiroidismo, accompagna- 
to da un ingrandimento della tiroide noto come goz- 
zo. La piccola quantità di Nal spesso aggiunta al sale 
da cucina regolarmente commercializzato (sale «io- 
dizzato») è in grado di prevenire facilmente questa 
malattia da carenza di iodio. I cuccioli di mammifero 
necessitano degli ormoni tiroidei per avere uno svi- 
luppo e una crescita normale: l’ipotiroidismo duran- 
te il periodo fetale e immediatamente post-natale pro- 
voca un ritardo fisico e mentale irreversibile, chia- 
mato cretinismo. 


Il metabolismo del calcio è regolato 
dall’ormone paratiroideo, dalla vitamina D 
e dalla calcitonina 


Il Ca?* forma l’idrossiapatite, Cas(PO4);0H, il 
costituente minerale maggioritario delle ossa, ed è 
un elemento essenziale in molti processi biologici, 
compresi la mediazione di segnali ormonali come se- 
condo messaggero, l'avvio della contrazione musco- 
lare, la trasmissione degli impulsi nervosi, la coagu- 
lazione del sangue. La concentrazione di Ca°* extra- 
cellulare deve quindi essere strettamente regolata per 
poter essere mantenuta al suo livello normale di 1,2 
mM. Tre ormoni partecipano al mantenimento del- 
l’omeostasi di Ca°* (Fig. 34.78): 


Figura 34.78 Il ruolo di PTH, vitamina D e calcitonina nel controllo 
del metabolismo del Ca?*. 


1. Il paratormone (PTH), un polipeptide di 84 re- 
sidui secreto dalle ghiandole paratiroidi, aumenta 
la concentrazione di Ca?* nel siero stimolando il 
suo riassorbimento dall’osso e dal rene, e aumen- 
tando l’assorbimento di Ca?* di origine alimen- 
tare dall’intestino. 

2. La vitamina D, un gruppo di sostanze simil 
steroidee, agisce sinergicamente con PTH per au- 
mentare la concentrazione di Ca°* nel siero. 

3. La calcitonina, un polipeptide di 33 residui sin- 
tetizzato da cellule specializzate della tiroide, ab- 
bassa la concentrazione plasmatica di Ca°* ini- 
bendone il riassorbimento dall’osso e dal rene. 


Discuteremo brevemente delle funzioni di questi or- 
moni. 

Le ossa, il maggior serbatoio di Ca?* del corpo, 
non sono affatto metabolicamente inerti. Esse sono 
continuamente «rimodellate» per azione di due tipi 
cellulari: gli osteoblasti, che sintetizzano le fibrille 
di collageno che formano il grosso della matrice or- 
ganica dell’osso, l’impalcatura su cui viene deposta 
la fase minerale di Cas(POy:30H (paragrafo 7.2C); e 
gli osteoclasti, che partecipano al riassorbimento del- 
l’osso. PTH inibisce la sintesi del collageno da parte 
degli osteoblasti e promuove il riassorbimento dell’osso 
da parte degli osteoclasti. L'effetto principale di PTH 
è tuttavia di aumentare il ritmo a cui il rene elimina 
il fosfato, il controione di Ca?* nell’osso. La conse- 
guente diminuzione di concentrazione plasmatica di 
P; provoca una perdita di Cas(PO,)30H dall’osso per 
azione sulla massa, e quindi un aumento della con- 
centrazione di Ca?* nel siero. Infine, PTH stimola 
la produzione della forma attiva della vitamina D da 
parte del rene, la quale, a sua volta, aumenta il tra- 
sferimento del Ca?* intestinale al sangue (vedi più 
avanti). 

La vitamina D è un gruppo di sostanze alimentari 
che previene il rachitismo, una malattia infantile 
caratterizzata da arresto della crescita e deformità 
ossee derivanti da insufficiente mineralizzazione del- 
l’osso (la deficienza di vitamina D nell’adulto è chia- 
mata osteomalacia, una condizione caratterizzata da 
ossa indebolite e demineralizzate). Sebbene la prima 
descrizione del rachitismo risalga al 1645, solo agli 
inizi del ventesimo secolo è stato scoperto che i gras- 
si animali, in particolare gli olii di fegato di pesce, 
sono efficaci nella prevenzione di questa malattia da 
carenza. Si può prevenire inoltre il rachitismo espo- 
nendo i bambini alla luce del sole o anche solo a dei 
raggi UV di lunghezza d’onda compresa tra 230 e 
313 nm, a prescindere dalla loro dieta. 

Le vitamine D, che come vedremo sono veramente 
ormoni, sono derivati dello sterolo in cui l’anello ste- 
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roideo B è interrotto alla sua posizione 9,10. La for- 
ma naturale della vitamina, la vitamina D3 (cole- 
calciferolo), si forma in modo non enzimatico nella 
pelle degli animali per l’azione fotolitica delle radia- 
zioni UV sul 7-deidrocolesterolo. 
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colesterolo 
|: = y ergosterolo 
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1794] La vitamina D: (ergocalciferolo), che diffe- 
risce dalla vitamina D3 solo per un doppio legame 
e un gruppo metilico in una catena laterale, viene 
prodotta per azione delle radiazioni UV sull’ergo- 
sterolo, lo sterolo delle piante. Poiché la vitamina 
D. e la vitamina D3 hanno attività biologiche essen- 
zialmente identiche, la vitamina D2 è comunemente 
usata come supplemento vitaminico, in particolare 
del latte. 

Le vitamine D; e D3 come tali sono inattive dal 
punto di vista ormonale; esse acquistano attività bio- 
logica in seguito a ulteriori processi metabolici, pri- 
ma nel fegato e poi nel rene (Fig. 34.79): 
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1. Nel fegato la vitamina D3 è idrossilata a 25-idros- 
sicolecalciferolo con una reazione che impiega 
O, catalizzata dalla colecalciferolo-25-idrossi- 
lasi. 

2. Il 25-idrossicolecalciferolo viene trasportato al re- 
ne dove viene ulteriormente idrossilato da una os- 
sigenasi mitocondriale, la 25-idrossicolecalcife- 
rol-1a-idrossilasi, generando la forma attiva del- 
l'ormone, il 1a,25-diidrossicolecalciferolo 
[1,25(0H):D]. L’attività della 25-idrossicolecalci- 
ferolo-1a-idrossilasi è regolata da PTH: questo rende 
questa reazione un importante punto di controllo 
dell’omeostasi del Ca°*. 


1,25(0H).D induce l’aumento della concentrazione sie- 
rica di Ca** promuovendo l’assorbimento intestina- 
le di Ca?* alimentare e stimolando la mobilizzazio- 
ne di Ca°* dalle ossa. L’assorbimento intestinale di 
Ca°* è stimolato dall’aumentata sintesi di una pro- 
teina legante il Ca?*, che funziona come traspor- 
tatore di Ca** attraverso la mucosa intestinale. Nel- 
le cellule epiteliali dell’intestino 1,25(0H);D si lega 
ai recettori citoplasmatici che, in seguito al trasporto 
nel nucleo, agiscono come fattori di trascrizione per 
la proteina legante il Ca**. Il mantenimento della 
neutralità elettrica richiede che il trasporto di Ca?* 
sia accompagnato da quello di un controione, princi 


« palmente P;; ne consegue che 1,25(0H),D stimola an- 
che l'assorbimento intestinale di P;. L'osservazione 


che 1,25(0H).D stimola come PTH il rilascio di Ca?* 
e P; dall’osso sembra paradossale alla luce del fatto 
che bassi livelli di 1,25(0H):D danno, come risulta- 
to, una anormale mineralizzazione dell’osso. Presu- 
mibilmente l'aumento plasmatico di Ca°* che con- 
segue all'aumento di assorbimento intestinale di 
Ca** indotto da 1,25(0H).D stimola l’osso a prende- 
re più Ca** di quanto ne rilasci per stimolazione or- 
monale diretta. 

La vitamina D, contrariamente a quanto accade per 
le vitamine idrosolubili, viene accumulata dall’orga- 
nismo cosicché l’assunzione eccessiva di vitamina D 
per lunghi periodi causa una ipervitaminosi (in- 
tossicazione da vitamina D). Gli alti livelli plasma- 
tici di Ca°?* che ne conseguono determinano la cal- 
cificazione aberrante di numerosi tessuti molli. I re- 
ni sono particolarmente proni alla calcificazione: un 
processo che porta alla formazione di calcoli renali 
e, alla lunga, all’insufficienza renale. In più, l’ipervi- 
taminosi D promuove una tale demineralizzazione 
delle ossa che si verificano facilmente fratture ossee. 
L'osservazione che il livello di pigmentazione della 
pelle in popolazioni umane indigene tende ad aumen- 
tare con l'aumentare della loro vicinanza all’Equato- 
re si potrebbe spiegare con l’ipotesi che la 
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Colecalciferolo 
(Vitamina D3) 
(inattiva) 


pigmentazione della pelle funzioni came sistema di 
prevenzione della ipervitaminosi D filtrando l’ecces- 
siva radiazione solare. 

La calcitonina ha essenzialmente l’effetto opposto 
di PTH; essa abbassa la concentrazione plasmatica 
di Ca?*. Essa svolge questo compito principalmente 
inibendo il riassorbimento dell’osso da parte degli 
osteoclasti. Poiché sia PTH che calcitonina stimolano 
la sintesi di cAMP nelle loro cellule bersaglio (vedi 
più avanti), non è ancora chiaro come questi ormoni 
possano avere effetti opposti sugli osteoclasti. La cal- 
citonina inibisce anche il riassorbimento di Ca°* da 
parte del rene ma, in questo caso, le cellule del rene 
che sono sensibili alla calcitonina sono diverse da quel- 
le che sono stimolate da PTH a riassorbire Ca°*. 


Le ghiandole sùrrenali 
secernono steroidi e catecolammine 


795] Le ghiandole surrenali sono costituite da due 
diversi tipi di tessuto: quello della zona midollare 
(il nucleo centrale) che, in realtà, è un’estensione del 
sistema nervoso simpatico (una componente del si- 
stema nervoso autonomo), e quello più tipicamente 
ghiandolare della corticale (la regione più esterna). 
Prenderemo in considerazione prima gli ormoni del- 
la midollare del surrene e quindi quelli della corticale. 


La midollare del surrene 
sintetizza catecolammine 


La midollare del surrene sintetizza due cateco- 
lammine (derivati contenenti ammine del catecolo, 
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Figura 34.79 L'attivazione della vitamina D3 a ormone in rene e fe- 
gato. La vitamina D; (ergocalciferolo) è attivata in modo analogo. 


1,2-diidrossibenzene) attive come ormoni, la noradre- 
nalina e il suo metil derivato adrenalina. 


HO 
+ 
Ì 
OH 
Rall Norepinefrina (Noradrenalina) 
RK =}, Epinefrina (Adrenalina) 


Questi ormoni sono sintetizzati a partire dalla tirosi- 
na, come descritto nel paragrafo 2-4.4B, e accumulati 
in granuli in attesa del loro rilascio per esocitosi sot- 
to il controllo del sistema nervoso simpatico. 
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Gli effetti biologici delle catecolammine sono me- 
diati da due classi di recettori transmembrana, gli 
adrenorecettori a e 8 (noti anche come recettori 
adrenergici). Queste glicoproteine sono state identi- 
ficate, in origine, sulla base delle loro diverse rispo- 
ste ad agonisti (sostanze che si legano a un recettore 
ormonale evocandone per l'appunto la risposta or- 
monale) e antagonisti (sostanze che si legano a un 
recettore ormonale senza evocarne una risposta ma 
bloccando l’azione degli agonisti). Gli adrenorecetto- 
ri 8 ma non gli a, per esempio, sono stimolati dall’i- 
soproterenolo e bloccati dal propanololo, mentre 


gli adrenorecettori a ma non i 8 sono bloccati dalla 
fentolammina. 


HO 
CHa 
+ / 
HO CH—CHy—NHp — CH 


OH CHy 
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OH CH3 
$ / 
O— CH,— CH— CH,— NH, — CH 
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OÒ 7 


Propanololo 


H 
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Fentolammina 


Gli adrenorecettori a e 8, che nei mammiferi sono 
espressi in tessuti separati, generalmente rispondo- 
no alle catecolammine in modo differente e spesso 
opposto. Gli adrenorecettori 68, per esempio, che atti- 
vano la adenilato ciclasi, stimolano la glicogenolisi e 
la gluconeogenesi nel fegato e nei muscoli scheletrici 
(paragrafi 17.3E e 17.3G), la lipolisi nel tessuto adipo- 
so, il rilassamento della muscolatura liscia dei bron- 
chi e dei vasi sanguigni che riforniscono i muscoli 
scheletrici, e aumento dell’attività cardiaca. Al con- 
trario, gli adrenorecettori a, i cui effetti intracellula- 
ri sono mediati sia tramite l’inibizione della adenila- 
to ciclasi (recettori @2; paragrafo 34.4B) sia tramite 
la cascata del fosfoinositolo (recettori @,; paragrafo 
34.4B), stimolano la contrazione della muscolatura li- 
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scia dei vasi sanguigni che riforniscono organi peri- 
ferici come la pelle e i reni, il rilassamento della mu- 
scolatura liscia dell'apparato gastroenterico e l’aggre- 
gazione delle piastrine. La maggior parte di questi 
diversi effetti sono diretti a un fine comune: la mobi- 
lizzazione delle risorse energetiche e il loro dirotta- 
mento dove sono necessarie per preparare il corpo al- 
l’azione improvvisa. 

La diversa distribuzione tissutale degli adrenore- 
cettori a e 8 e dei loro sottotipi, e la loro diversa 
risposta ad agonisti e antagonisti differenti hanno im- 
portanti conseguenze terapeutiche. Il propanololo, per 
esempio, è ampiamente usato nel trattamento dell’i- 
pertensione sanguigna, e protegge le vittime di at- 
tacchi cardiaci da ulteriori attacchi, mentre l’effetto 
broncodilatatore dell’adrenalina la rende clinicamente 
utile nel trattamento dell’asma (paragrafo 34.3D). 

Gli adrenorecettori 8 sono glicoproteine transmem- 
brana che contengono ognuna 7 porzioni di 20-28 
amminoacidi idrofobici, che formano ciascuna un’e- 
lica che attraversa la membrana (Fig. 34.80). Questo 
fascio di 7 eliche è un motivo comune nei recettori. 
Analisi di sequenza indicano che lo si ritrova negli 
adrenorecettori a, nella rodopsina (la proteina fo- 
torecettrice dei bastoncelli della retina), e nei recet- 
tori muscarinici dell’acetilcolina delle sinapsi nervo- 
se (paragrafo 34.4C). Abbiamo già incontrato questa 
struttura a 7 eliche nella nostra descrizione della bat- 
teriorodopsina (paragrafo 11.3A; Fig. 11.26). 


La corteccia del surrene 
sintetizza numerosi steroidi 


La corticale del surrene produce per lo meno 50 
differenti adrenocorticosteroidi (la cui sintesi è de- 
scritta nel paragrafo 23.6C). Essi sono stati classifica- 
ti in base alle risposte fisiologiche che evocano: 


1. I glucocorticoidi influenzano il metabolismo di 
carboidrati, proteine e lipidi in modo quasi oppo- 
sto a quello dell’insulina, e influenzano una gran- 
de varietà di altre funzioni vitali, comprese le rea- 
zioni infiammatorie e la capacità di far fronte allo 
stress. 

2. I mineralcorticoidi funzionano principalmente 
come regolatori dell’escrezione di sali e acqua da 
parte del rene. 

3. Gli androgeni e gli estrogeni influenzano lo svi 
luppo e la funzione sessuale. Sono prodotti in gran- 
de quantità dalle gonadi e saranno quindi presi 
in considerazione più avanti. 


I glucocorticoidi, di cui i più comuni sono il cortiso- 
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lo (noto anche come idrocortisone) e il corticoste- 
rone, e i mineralcorticoidi, di cui il più comune è 
l’aldosterone, sono tutti composti Ca. 


Cortisolo (idrocortisone) TEOR 
Cc=0 
H3C 
HO 
H3C 
o i 
Corticosterone CESSR 
Il c=0 

HC 

HO 

H3C 

(6) 

Aldosterone 


Gli steroidi, che non sono solubili in acqua, sono tra- 
sportati nel torrente circolatorio sotto forma di com- 
plesso con la glicoproteina transcortina e, in misu- 
ra minore, con l’albumina. Gli steroidi entrano, in 
apparenza spontaneamente, nella loro cellula bersa- 
glio, dove si legano agli appositi recettori citoplasma- 
tici attivandoli come fattori di trascrizione per pro- 
teine specifiche (paragrafo 33.3B). I glucocorticoidi 
e i mineralcorticoidi, infatti, inducono nei rispettivi 
tessuti bersaglio la sintesi di numerosi enzimi meta- 
bolici. 

L’inibizione della funzione adrenocorticale, per ma- 
lattia o per trauma, provoca una condizione patolo- 
gica nota come morbo di Addison, che è caratte- 
rizzata da ipoglicemia, debolezza muscolare, perdita 
di Na*, ritenzione di K*, alterata funzione cardia- 
ca, perdita di appetito e da una suscettibilità allo stress 
molto aumentata. La vittima, se non viene trattata 
con la somministrazione di glucocorticoidi e mine- 
ralcorticoidi, langue e muore lentamente senza nes- 
sun dolore o sofferenza particolare. Il problema op- 
posto (l’iperfunzione adrenocorticale), di solito cau- 
sato da un tumore della corteccia surrenale o della 
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Figura 34.80 La sequenza amminoacidica del recettore adrenergico 
8 presenta 7 segmenti ciascuno di — 24 residui idrofobici (cerchi mar- 
rone), suggerendo che questa glicoproteina abbia 7 eliche che attra- 
versano la membrana, come nel disegno. (Fonte: DOHLMAN, H.G., 
CARON, M.G. e LeFKOWITZ, R.)., Biochemistry, 26, p. 2660, 1987.) 


ghiandola pituitaria (vedi più avanti), è chiamato sin- 
drome di Cushing, ed è caratterizzato da spossatez- 
za, iperglicemia, edema (ritenzione idrica), e da una 
ridistribuzione caratteristica del grasso corporeo che 
produce la cosiddetta «faccia a luna piena». Trattamenti 
prolungati di varie patologie con glucocorticoidi sin- 
tetici provocano una sintomatologia simile. 


Gli steroidi delle gonadi 
mediano lo sviluppo e la funzione sessuale 


1798] Le gonadi (testicoli nel maschio e ovaie nella 
femmina), oltre a produrre spermatozoi e uova, se- 
cernono ormoni steroidei (androgeni ed estrogeni) che 
regolano il differenziamento sessuale, l’espressione dei 
caratteri sessuali secondari, e il comportamento ses- 
suale. Sebbene sia i testicoli che le ovaie sintetizzino 
androgeni ed estrogeni, i testicoli secernono preva- 
lentemente androgeni, che sono quindi noti come or- 
moni sessuali maschili, mentre le ovaie secernono pre- 
valentemente estrogeni, che sono conseguentemente 
chiamati ormoni sessuali femminili. 
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Gli androgeni, il cui prototipo è il testosterone, 


OH 
H3C 
H3C 
(o) 
Testosterone OH 
H3C 
HO CH3 
8-estradiolo bau 
H3C 
HgC 
O 
Progesterone 


sono privi del C; in posizione C(17) dei glucocorti- 
coidi e sono quindi composti C;g. Gli estrogeni, qua- 
li il B-estradiolo, sono simili agli androgeni ma so- 
no privi di un gruppo metilico cho), avendo un anello 
aromatico A, e sono quindi composti Cig. È interes- 
sante notare che il testosterone è un intermedio del- 
la biosintesi degli estrogeni (Fig. 23.51). Una seconda 
classe di steroidi ovarici, i composti C2, chiamati 
progestinici, partecipa alla gestione del ciclo me- 
struale e della gravidanza (vedi più avanti). Il pro- 
gesterone, il progestinico più abbondante, è, in real- 
tà, un precursore di glucocorticoidi, mineralcorticoi- 
di e testosterone. 

Quali fattori controllano il differenziamento sessua- 
le? Gli individui normali hanno i genotipi XY (ma- 
schio) o XX (femmina); quelli con i genotipi anorma- 
li XXY (sindrome di Klinefelter) e X0 (sindrome 
di Turner) sono fenotipicamente maschi e femmine 
rispettivamente, ma sono sterili in entrambi i casi. 
Apparentemente, il cromosoma Y normale conferi- 
sce il fenotipo maschile, mentre la sua assenza deter- 
mina il fenotipo femminile. Ci sono tuttavia rari (1 
su 20000) maschi XX e femmine XY. Studi di ibri- 
dizzazione del DNA hanno rivelato che questi ma- 
schi XX (che sono sterili e sono stati quindi identifi- 
cati in centri per la sterilità) hanno piccoli segmenti 
del cromosoma Y normale traslocati su uno dei loro 
cromosomi X, mentre le femmine XY mancano di 
questo segmento. David Page ha dimostrato che que- 
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sto segmento contiene un gene che codifica una pro- 
teina, chiamata fattore di determinazione dei te- 
sticoli (testis-determining factor, TDF), che contie- 
ne parecchie sequenze del tipo zinc finger ed è per- 
tanto ritenuta un fattore di trascrizione. Questo sug- 
gerisce che TDF diriga lo sviluppo embrionale delle 
gonadi a diventare testicoli anziché ovaie (nelle fasi 
precoci dello sviluppo embrionale — fino alla sesta 
settimana di sviluppo nell’uomo — i genitali sono non 
differenziati e identici in maschi e femmine) e è quin- 
di il primo esempio chiaro nei mammiferi di un ge- 
ne che controlla lo sviluppo di un intero sistema di 
organi. Tuttavia, se le gonadi di un animale maschio 
sono rimosse durante la fase embrionale, quell’indi- 
viduo si svilupperà fenotipicamente in senso femmi- 
nile. Evidentemente gli embrioni dei mammiferi sono 
programmati per svilupparsi come femmine a meno 
che siano soggetti all’influenza degli ormoni testicola- 
ri. Infatti, quegli individui genotipicamente maschi 
ma privi dei recettori citoplasmatici per gli androge- 
ni, o dotati di recettori non funzionanti, sono fenoti- 
picamente femmine, una condizione chiamata fem- 
minilizzazione testicolare. È curioso notare che gli 
estrogeni non sembrano giocare alcun ruolo nello svi- 
luppo embrionale femminile, nonostante siano essen- 
ziali per la maturazione e la funzione sessuale fem- 
minile. 


La caccia al TDF 


Il fattore di determinazione dei testicoli (testis- 
determining factor, TDF) è il gene che si presume 
conferisca il carattere di mascolinità all’embrione di 
mammifero. Di norma, naturalmente, TDF è localiz- 
zato sul cromosoma Y, ma esistono, in conseguenza 
di traslocazioni cromosomiche che coinvolgono TDF, 
delle inversioni di sesso con femmine XY e maschi 
XX. I segmenti cromosomici fuori posto in questi in- 
dividui hanno in comune solo un segmento di 140 
kb che deve quindi contenere TDF. Questo segmen- 
to contiene un gene che sembra codificare una pro- 
teina di tipo zinc finger; questo gene ZFY (che sta 
per zinc finger Y) è stato quindi proposto come candi- 
dato al ruolo di TDF. La scoperta, però, di tre maschi 
XX privi di ZFY indica chiaramente che ZFY non è 
TDF. L’ulteriore analisi della regione contenente TDF 
ne ha ristretto l'ampiezza a 35 kb, in cui si è trovato 
un gene strutturale chiamato SRY (che sta per regio- 
ne di Y che determina il sesso) che codifica un motivo 

che presumibilmente lega il DNA. Si stanno rapida- 
mente accumulando dati che indicano che SRY è, di 
fatto, TDF. Sono state trovate due donne XY, porta- 
trici di inversione sessuale, il cui gene SRY pre- 
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sentava delle mutazioni assenti nel gene del loro pa- 
dre. È stato dimostrato che l'analogo murino del gene 
SRY, Sry, è espresso in quelle cellule somatiche gona- 
diche che, come era già stato stabilito in precedenza, 
sono quelle responsabili della determinazione dei te- 
sticoli. Inoltre, su undici topi XX resi transgenici per 
Sry su un frammento di DNA di 14 kb, tre erano 
maschi. Il TDF potrebbe, alla fin fine, essere stato iden- 
tificato. 


L’ipotalamo controlla la secrezione 
da parte della ghiandola pituitaria 
di ormoni che regolano la funzione 
di altre ghiandole endocrine 


800] Il lobo anteriore della ghiandola pituitaria (la 
adenoipofisi) e l’ipotalamo, una porzione adiacente 
del cervello, rappresentano una unità funzionale che 
controlla dal punto di vista ormonale gran parte del 
sistema endocrino. I neuroni dell’ipotalamo sintetiz- 
zano una serie di ormoni polipeptidici noti come fat- 
tori di rilascio e fattori che inibiscono il rilascio 
che, una volta giunti all’adenoipofisi mediante una con- 
nessione circolatoria diretta, stimolano o inibiscono il 
rilascio nel torrente circolatorio delle corrispondenti tro- 
pine. Le tropine stimolano, per definizione, i rispetti- 
vi tessuti endocrini bersaglio a secernere gli ormoni 
da essi prodotti. Nell’uomo ci sono quattro sistemi or- 
monali di questo tipo che hanno grande importanza 
(Fig. 34.81; a sinistra): 
{1801] 1. Il fattore di rilascio delle corticotropine 
(CRF; di 41 residui) determina il rilascio da parte del- 
l’adenoipofisi dell'ormone adrenocorticotropo 
(ACTH; di 39 residui), che stimola il rilascio di adre- 
nocorticosteroidi. 
1 5 10 
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Ormone adrenocorticotropo umano (ACTH) 
L'intero sistema è controllato con un meccanismo a 


feedback: ACTH inibisce il rilascio di CRF e gli steroidi 
adrenocorticali inibiscono il rilascio sia di CRF che di 
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ACTH. L’ipotalamo, inoltre, facendo parte del cervello 
è anche soggetto al controllo da parte dei neuroni, co- 
sicché l’ipotalamo rappresenta l’interfaccia tra il si- 
stema nervoso e il sistema endocrino. Ricordate che 
ACTH è sintetizzato insieme con numerosi altri or- 
moni come una proteina singola, che viene poi taglia- 
ta, subendo quindi delle modificazioni postraduzio- 
nali, nei singoli componenti polipeptidici (paragrafo 
33.3C). 

[1802] 2. Il fattore di rilascio della tireotropina 
(TRF), un tripeptide con un residuo piro-Glu 
N-terminale (un derivato di Glu in cui il gruppo car- 
bossilico della catena laterale forma un legame pepti- 
dico con il suo gruppo amminico) 


î 
[pe Cc_ — His—Pro—NH, 3 
C 


4-S vÎ 
o 
PiroGlu 


Fattore di rilascio delle tireotropine (TRF) 


stimola il rilascio da parte dell’adenoipofisi della ti- 
reotropina (ormone stimolante la tiroide; TSH) 
che, a sua volta, stimola la tiroide a sintetizzare e a 
rilasciare T3 e Ti. TRF, come succede per altri fattori 
di rilascio, è presente nell’ipotalamo solo in quantità 
estremamente basse. Esso è stato caratterizzato nel 
1969, con studi indipendenti, da Roger Guillemin e 
da Andrew Schally, che hanno usato estratti di ipota- 
lamo ricavati da oltre 2 milioni di pecore e 1 milione 
di maiali. 

[1803] 3. Il fattore di rilascio delle gonadotropine 
(GnREF; di 10 residui) 


] 10 
Diresilu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NIL., 
Fattore di rilascio delle gonadotropine (GnRF) 


stimola il rilascio da parte dell’adenoipofisi dell’or- 
mone luteinizzante (LH) e dell'ormone stimolan- 
te i follicoli (FSH), che sono complessivamente noti 
come gonadotropine. Nel maschio LH stimola la se- 
crezione di androgeni da parte dei testicoli mentre 
FSH promuove la spermatogenesi. Nella femmina FSH 
stimola lo sviluppo dei follicoli ovarici (che contengo- 
no gli oociti immaturi), mentre LH induce l'ovulazione. 
[1804] 4. Il fattore di rilascio dell’ormone della cre- 
scita (GRF; di 44 residui) e la somatostatina (di 14 
residui; chiamata anche inibitore del fattore di ri- 
lascio dell'ormone della crescita, GRIF) stimola- 
no/inibiscono il rilascio di ormone della crescita 
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Figura 34.81 Schema dei circuiti di controllo ormonale che indica le 
relazioni che intercorrono tra l'ipotalamo, la ghiandola pituitaria e i 
tessuti bersaglio. | fattori di rilascio e i fattori inibitori del rilascio secreti 
dall’ipotalamo segnalano all’adenoipofisi di secernere o di smettere di 
secernere i corrispondenti ormoni trofici che, a loro volta, stimolano 
la ghiandola/e endocrina corrispondente a secernere gli ormoni per 
i rispettivi tessuti bersaglio. Gli ormoni per i tessuti bersaglio, ‘dltre 
a controllare la crescita e il metabolismo dei corrispondenti tessuti ber- 
saglio, influenzano la secrezione dei fattori di rilascio e degli ormoni 
trofici tramite inibizione a feedback. | livelli degli ormoni trofici in- 
fluenzano analogamente i livelli dei loro corrispondenti fattori di rilascio. 


(GH) da parte dell'adenoipofisi. GH (chiamato anche 
somatotropina), a sua volta, stimola la crescita gene- 
ralizzata (vedi in Fig. 27.24 un esempio lampante del 
suo effetto). GH accelera direttamente la crescita di 
svariati tessuti (al contrario di TSH, LH e FSH, che 
agiscono solo indirettamente, tramite l’attivazione di 
ghiandole endocrine) e induce la sintesi epatica di una 
serie di fattori di crescita polipeptidici detti somato- 
medine che stimolano la crescita della cartilagine e 
hanno attività insulino-simile. 


TSH, LH e FSH sono tutte glicoproteine «8 che hanno, 
per ogni data specie, tutte la stessa subunità a (di 92 
residui) e una subunità 8 omologa (di 112, 112 e 118 
residui rispettivamente). GH consiste di una singola 
catena polipeptidica di 191 residui (Fig. 34.82), che non 
è correlata con TSH, LH o FSH. 

Il ciclo mestruale e la gravidanza sono esemplari 
per illustrare le interazioni tra sistemi ormonali. Il 
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ciclo mestruale umano, di circa 28 giorni (Fig. 34.83), 
inizia durante la mestruazione con un lieve aumento 
del livello di FSH, che dà inizio allo sviluppo di un 
nuovo follicolo ovarico. Con il procedere della sua ma- 
turazione il follicolo secerne estrogeni che rendono 
l'adenoipofisi sensibile al GnRF. Questo processo cul- 
mina con un'ondata di LH e FSH che avvia l’ovulazio- 
ne. Il follicolo ovarico ormai aperto, detto corpo lu- 
teo, secerne progesterone ed estrogeni, che inibisco- 
no ulteriormente la secrezione di gonadotropine da 
parte dell’adenoipofisi e stimolano la mucosa uterina 
a prepararsi per l'impianto di un uovo fecondato. Se 
la fecondazione non avviene, il corpo luteo regredi- 
sce, i livelli di estrogeni e progesterone cadono e si 
ha la mestruazione (la caduta della mucosa uterina). 
La riduzione dei livelli di steroidi permette anche un 
lieve aumento del livello di FSH, che avvia un nuovo 
ciclo mestruale. 

Un uovo fecondato che si sia impiantato nella mu- 
cosa uterina, opportunamente preparata dagli ormo- 
ni, inizia presto a sintetizzare la gonadotropina co- 
rionica (CG), una glicoproteina @8 che ha la stessa 
subunità a di LH e una subunità 8 che è omologa 
per l’80%. CG stimola il corpo luteo a continuare a 
secernere progesterone invece di regredire, e previe- 
ne così una nuova mestruazione. Le attuali analisi di 
gravidanza utilizzano il dosaggio radioimmunologi- 
co, che può diagnosticare la presenza di CG nel san- 
gue o nelle urine già pochi giorni dopo l'impianto 
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Figura 34.82 Struttura ai raggi X dell'ormone della crescita dei suini. 
Le quattro a-eliche della proteina sono rappresentate da bastoncini 
cilindrici e i suoi segmenti non ad elica sono indicati come tubicini 
sottili. L'estremità N-terminale è nell'angolo in alto a sinistra e l’estre- 
mità C-terminale nell'angolo in basso a sinistra. Solo uno dei due 
legami S-S della proteina è visibile da questo punto di vista. (Per gen- 
tile concessione di Sherin S. Abdel-Meguid, Monsanto Co.) 


ni Picco di LH 
LH 
Progesterone 
DD 
(3) 
c 
2Q 
3 
è : né 
v 
= ; 
Da p î £ 
FSH Ra ì 
Estradiolo _.- 3) | +9lRAone 
| AR O: LIE GESSO IMSS DOS LIO, DEN SER 


24 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 
Ciclo mestruale (giorni) 


Figura 34.83 Schema della secrezione ormonale durante il ciclo me- 
struale della donna. 


dell'embrione. Molti contraccettivi orali (la pillola) 
contengono derivati del progesterone la cui ingestio- 
ne induce uno stato di pseudogravidanza, nel senso 
che inibisce il picco di FSH e LH a metà del ciclo, 
prevenendo l'ovulazione. 

{1805) La sovrapproduzione di GH, di solito conseguen- 
za di un tumore della ghiandola pituitaria, provoca 
una crescita eccessiva. Se questa condizione morbosa 
inizia quando lo scheletro è ancora in crescita, prima 
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Figura 34.84 | caratteristici lineamenti accentuati di Akhenaton, il Fa- 
raone che regnò in Egitto dal 1379 al 1262 a. C., suggeriscono forte- 
mente che egli softrisse di acromegalia. (Agytisches Museum, Staadt- 
liche Museen Preussicher Kulturbesitz, Berlino. Foto di Margarete Busing.) 


cioè che le cartilagini di accrescimento si siano ossifi- 
cate, allora questa eccessiva crescita è a carico di tut- 
to il corpo e ne rispetta le normali proporzioni; il 
risultato è il gigantismo. Inoltre, siccome l’eccesso 
di GH inibisce la produzione di testosterone necessa- 
ria per l’ossificazione delle cartilagini di accrescimen- 
to, questi «giganti» continuano a crescere per tutta 
la durata della loro vita, peraltro più corta del nor- 
male. Se però lo scheletro ha già raggiunto la matu- 
rità, GH stimola solo la crescita dei tessuti molli, de- 
terminando l’ingrossamento di mani e piedi e l’ac- 
centuazione dei lineamenti: una condizione chiama- 
ta acromegalia (Fig. 34.84). Il problema opposto, cioè 
la deficienza di GH che determina crescita insuffi- 
ciente (nanismo), può essere trattato prima del rag- 
giungimento della maturità scheletrica con regolari 
iniezioni di GH umano (GH animale è inefficace sul. 
luomo). Poiché inizialmente GH umano poteva esse- 
re ricavato solo dalle ghiandole pituitarie dei cadave- 
ri, non era facilmente disponibile. Di recente, però, 
GH umano è stato sintetizzato con la tecnologia del 
DNA ricombinante, ed è quindi disponibile in quan- 
tità praticamente illimitate. È peraltro attuale la preoc- 
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cupazione che GH possa essere assunto da persone che 
desiderino aumentare la potenza atletica. 

Tra gli ormoni più interessanti secreti dall’adenoi- 
pofisi ci sono polipeptidi che hanno sul sistema ner- 
voso centrale effetti simili a quelli degli oppiacei. Essi 
comprendono la f-endorfina di 31 residui, il suo pen- 
tapeptide N-terminale, chiamato leucina-encefalina, 
e il molto simile metionina-encefalina. 


1 3 50 10 
Tyr - Gly - Gly- Phe- Met- Thr- Ser - Glu- Lys - Ser 


GIL Thr- Pro - Leu- Valî Thr- Leu - Phe - Lys - Asn” 
21 2 È 
Ala - Ile - Val - Lys - Asn- Ala - His - Lys - Lys - Gly 
ciù. 
B-endorfina 


_ Tyx-Gly-Gly-Phe-Met 
Metionina-encefalina (Met-encefalina) 


_Tyr-Gly-Gly-Phe Leu | 


Leucina-encefalina (Leu-encefalina) 


FHa 
N 
HO lo) OH 


Morfina (un oppiaceo) 


Queste sostanze si legano, nel cervello, ai recettori 
degli oppiacei di cui sono gli agonisti fisiologici. Il 
ruolo di questi peptidi oppiacei deve ancora essere 
stabilito, ma sembra che essi siano importanti nel con- 
trollo del dolore e degli stati emotivi. L’attenuazione 
del dolore mediata da agopuntura e placebo, così co- 
me i fenomeni del tipo ebbrezza del maratoneta, po- 
trebbe essere provocata dai peptidi oppiacei. 


Il lobo posteriore della pituitaria, la neuroipofisi, 


che è anatomicamente distinta dalla adenoipofisi, se- 
cerne due nonapeptidi omologhi (Fig. 34.81; a destra): 
gli ormoni vasopressina (conosciuto anche come or- 
mone antidiuretico o ADH), che aumenta la pres- 
sione sanguigna e stimola il rene a trattenere acqua, 
e l’ossitocina, che determina la contrazione della mu- 
scolatura liscia uterina inducendo quindi il travaglio. 


1 9 
Cys-Tyr-Phe -Gin-Asn-Cys-Pro-Ary -Gly-NH,y 
Lc sioner csi 


Vasopressina umana 


1 9 
Cys-Tyr- Il -GIn-Asn-Cys- Pro-L.eu-Gly-NH, 
ss 


Ossitocina umana 
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Il ritmo di rilascio della vasopressina è in gran parte 
controllato da recettori osmotici, che controllano la 


x pressione osmotica del sangue. 


B. | secondi messaggeri 


Poiché gli ormoni sono segnali chimici, la loro 
identità chimica è di per sé di scarso significato. Quel- 
lo che importa è come vengono interpretati i messag- 
gi che essi trasmettono; cioè come i recettori ormona- 
li ricevono i segnali ormonali e come trasmettono que- 
sti messaggi al macchinario cellulare. Si conoscono tre 
classi di recettori: 


1. Il tipo esemplificato dai recettori per gli steroidi: 
proteine citoplasmatiche e nucleari che, in seguito 
al legame con il loro corrispondente ormone, sono 
attivati come fattori di trascrizione per proteine 
specifiche (paragrafo 33.3B). 

. Il tipo esemplificato dai recettori per i fattori di 
crescita come il recettore per l’insulina: proteine 
integrali di membrana i cui domini citoplasmatici 
sono attivati come chinasi tirosina-specifiche dal 
legame dell'ormone ai loro domini extracitoplasma- 
tici. Le chinasi tirosina-specifiche a loro volta mo- 
dulano l’attività di proteine citoplasmatiche speci 
fiche (paragrafo 33.4C). 

3. Il tipo esemplificato dagli adrenorecettori: protei- 
ne transmembrana che, in seguito al legame con 
l'ormone corrispondente, stimolano la sintesi e/o 
il rilascio di secondi messaggeri che mediano il se- 
gnale ormonale all’interno della cellula. 


LIS) 


Nei paragrafi seguenti prenderemo in considerazione 
la formazione e l’azione di secondi messaggeri. Ini- 
zieremo però con una discussione di come vengono 
quantificate le interazioni ligande-recettore. 


Il legame recettoriale 


1807]I recettori, come fanno altre proteine, legano i 
ligandi corrispondenti (agonisti e antagonisti) secondo 
le leggi dell’azione di massa: 


RIiLSSRL 


dove R e L rappresentano il recettore e il ligande, e 
la costante di dissociazione della reazione è espressa da: 


[R-L] 


KL= = [34.1] 


1808] 
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dove la concentrazione totale di recettore 
[Rit =[R]+[R-LÌ]. L'equazione [34.1] deve essere riar- 
rangiata per formare un analogo dell’equazione di 
Michaelis-Menten della cinetica enzimatica (paragra- 
fo 13.2A): 


e dti [34.2] 

[Rk KL+ [L] 
dove Y è la frazione dei siti di legame occupata dal li- 
gande. L’equazione [34.2] rappresenta la curva iper- 
bolica (Fig. 34.85a) in cui K, può essere definita ope- 
rativamente come la concentrazione di ligande a cui 
il recettore è occupato dal ligande per metà della sua 
capacità massima. 

Sebbene K, e [R]r possano, in linea di principio, es- 
sere determinati da un’analisi della curva iperbolica 
come in Fig. 34.85a, l’analisi di una forma lineare del- 
l'equazione è una procedura molto più accurata. 
L’equazione [34.1] può essere riarrarigiata a: 


«L Rit -IR-L 

[R-L]_(RI{R-1)) [34.3] 

[L] Kr 
Ora, attenendoci alla abituale nomenclatura per il le- 
game recettoriale, ridefiniamo [R - L] come B (per li- 
gande legato), [L] come F (per ligande libero), e [Rly 
come Bmax- Allora l’equazione [34.3] diventa: 

(Bmax -B) 


B 
RETTE [34.4] 
F Kr . 


Un grafico di B/F contro B, che è conosciuto come cur- 
va di Scatchard (dal suo ideatore George Scatchard), 
genera quindi una linea retta di pendenza — 1/K; il 
l’asse B è 


cui punto di intersezione con 


(a) (b) 
LO = 


{Re LU 
[R]; 0,5 


Figura 34.85 Il legame di un ligande al suo recettore. (a) Curva iperbo- 
lica. (b) Curva di Scatchard. In questo caso, B = [R - L], F=[L], e Bmax® 
[R]r. 


Bmax (Fig. 34.855). Qui, sia B che F possono essere de- 
terminati da analisi di legame su filtro come segue. 
La maggior parte dei recettori sono proteine di mem- 
brana insolubili e possono quindi essere separati dal 
ligande libero solubile con una semplice filtrazione (i 
recettori che sono stati solubilizzati possono essere se- 
parati dal ligande libero per filtrazione, per esempio, 
attraverso nitrocellulosa; ricordate che le proteine si 
legano alla nitrocellulosa in modo non specifico). Quin- 
di mediante l’uso di un ligande marcato radioattiva- 
mente, i valori di B e di F ([R- L] e [L]) possono essere 
determinati rispettivamente dalla radioattività sul fil- 
tro e da quella rimasta in soluzione. Il ritmo di disso- 
ciazione di R - L è generalmente così lento (t1/2 vanno 
dai minuti alle ore) da causare errori insignificanti 
quando il filtro viene lavato per rimuovere il ligande 
libero residuo. 


Studi di competizione per il legame 


[1808] Una volta determinati i parametri di legame re- 
cettoriale per un ligande, la costante di dissociazione 
di altri ligandi per lo stesso sito di legame può essere 
determinata attraverso studi di competizione per il le- 
game. Il modello che descrive questa competizione per 
il legame è analogo all’inibizione competitiva di un en- 
zima secondo Michaelis-Menten (paragrafo 13.3A): 


Re ]+L —— Nessuna reazione 


dove I è il ligande competitore la cui costante di disso- 
ciazione con il recettore è espressa da: 


_tRIm 
[R-1] 


I [34.5] 


Quindi, in diretta analogia con la derivazione dell’e- 
quazione che descrive l’inibizione competitiva: 


[RIx[L] 


13) 0 
K 


I 


[R-L]= [34.6] 


KL 


Le affinità relative di un ligande e di un inibitore 
possono quindi essere determinate dividendo l’Equa- 
zione [34.6] in presenza di inibitore con quella in as- 
senza di inibitore: 
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eee ii”PITiTtT [ ‘(— "[‘|llLl‘l‘‘l‘lelemtmlliriltlletee ei: 


[RL] _ Ky+[L] (34.7) 


IRELlo 
° gili+) 0 
Ki 


Quando questo rapporto è 0,5 (50% di inibizione), ci 
si riferisce alla concentrazione di competitore come 
Iso. Quindi, risolvendo l’equazione [34.7] con K; pari 
al 50% di inibizione: 


[34.8] 


Usando queste procedure è stato dimostrato, per 
esempio, che l’adrenalina si lega saldamente agli adre- 
norecettori 8 (Ky=5x1075w), che l’agonista isopro- 
terenolo si lega più saldamente (K,=0,4x 1075), 
mentre l’antagonista propanololo si lega ancora più 
saldamente (K,=0,0034x 1075), anche se non è in 
grado di attivare la adenilato ciclasi (paragrafo 34.4A). 
Ulteriori studi con una varietà di adrenalina analoga 
indicano che la funzione amminica dell’adrenalina 
è essenziale per il suo saldo legame all’adrenorecet- 
tore 8, mentre la sua molecola di catecolo è richiesta 
per l'attivazione della adenilato ciclasi. 


Le proteine G mediano l’attivazione 
e la inibizione della adenilato ciclasi 


[1809] La maggior parte degli adrenorecettori e dei re- 
cettori degli ormoni polipeptidici mediano la forma- 
zione di cAMP come secondo messaggero (intracellu- 
lare). cAMP, come abbiamo visto nel caso del meta- 
bolismo del glicogeno (paragrafo 17.3C), attiva o ini- 
bisce vari enzimi o cascate di enzimi promuovendo 
la loro fosforilazione o defosforilazione. Nel paragra- 
fo 33.4C abbiamo visto che quando il recettore or- 


monale per tale sistema lega il corrispondente ormo-. 


ne, attiva un complesso proteina G-GDP di mem- 
brana, stimolandolo a scambiare il suo GDP con GTP. 
Il complesso proteina G - GTP risultante attiva, a sua 
volta, la adenilato ciclasi, ma questa attivazione ha 
vita breve poiché la proteina G idrolizza GTP a 
GDP +P; a un ritmo di 2-3 min”! e, dopo aver fatto 
ciò, ritorna al suo stato inattivo. Ciò nonostante, que- 
sto sistema amplifica il segnale ormonale poiché ogni 
complesso ormone-recettore attiva molte proteine G 
prima di tornare inattivo e ogni complesso proteina 
G-GTP-adenilato ciclasi catalizza, durante la sua esi- 
stenza, la formazione di molto cAMP. 

La proteina G, come mostrato da Alfred Gilman, 
è in realtà più complessa di quanto si fosse ritenuto 
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inizialmente: essa consiste di tre subunità differen- 
ti, a, 8 e y (45, 39 e 9 kD rispettivamente), tra 
cui è Gy a legare GTP o GDP (Fig. 34.86). Il lega- 
me di Gy-GDP-GgG, al complesso ormone-recettore 
induce Gy, a cambiare il suo GDP legato con un 
GTP e, nel far questo, a dissociarsi da Gg e G,. Il 
legame con GTP diminuisce l’affinità di G, per il 
recettore ormonale attivato mentre aumenta la sua 
affinità per l’adenilato ciclasi. Ne consegue che è 
il legame di GxGTP ad attivare la adenilato cicla- 
si. Dopo l’idrolisi finale di GTP catalizzata da Ga, 
il complesso Gy-GDP che ne risulta si dissocia dal- 
l’adenilato ciclasi e si riassocia con GgG, per rifor- 
mare una proteina G inattiva. 

Numerosi tipi di recettori ormonali possono attiva- 
re la stessa proteina G. Questo capita, per esempio, 
nelle cellule epatiche in risposta al legame del corri- 
spondente ormone con i recettori del glucagone e gli 
adrenorecettori 8. In questi casi, la quantità di cAMP 
prodotta è la somma di quella indotta dai singoli or- 
moni. Le proteine G possono agire anche in modi 
diversi, oltre all’attivazione della adenilato ciclasi. Pos- 
sono, per esempio, stimolare l’apertura di canali K* 
nelle cellule cardiache e partecipare al sistema segnale 
del fosfoinositolo (vedi più avanti). 

Alcuni recettori ormonali inibiscono invece che sti- 
molare la adenilato ciclasi. Questi includono gli adre- 
norecettori a» e i recettori per somatostatina e op- 
piacei. L'effetto inibitorio è mediato da proteine G 
«inibitorie», Gi, che probabilmente hanno le,‘stesse 
subunità B e y delle proteine G «stimolatorie», Gs, ma 
una diversa subunità @, Gia (41 KD). G; agisce in mo- 
do simile a G,, nel senso che, dopo il legame con il 
suo recettore ormonale corrispondente, la sua subu- 
nità Gy scambia il suo GDP con GTP e si dissocia 
da GgG, (Fig. 34.86). Gix però inibisce, anziché atti- 
vare, la adenilato ciclasi sia con interazioni dirette 
che, probabilmente, grazie al sequestro di Gs, da 
parte di GgG, in precedenza liberato. Quest'ultima 
ipotesi è confortata dall’osservazione che le membra- 
ne delle cellule del fegato contengono molta più Gi 
che Gy. In queste cellule l'attivazione di G; liberereb- 
be abbastanza GgG, da legare tutta la Gs disponibi- 
le. In alcuni sistemi inoltre, GgG.,, potrebbe essa stes- 
sa agire come un mediatore intracellulare. 

Gs e Gi sono membri di un’ampia famiglia di pro- 
teine G trasduttrici del segnale, tutte correlate. Que- 
sta famiglia comprende anche: 


1. Gp, che è un anello nel sistema segnale del fo- 
sfoinositide (vedi più avanti). 

2. La trasducina (Gy), che trasduce stimoli visivi 
accoppiando il cambiamento conformazionale del 
pigmento visivo rodopsina indotto dalla luce al 
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Figura 34.86 Il meccanismo della attivazione/inibizione della adeni- in cAMP. Il legame di un ormone ad un recettore inibitorio, Ri (a 


lato ciclasi (AC) mediata da un recettore. Il legame di un ormone 
ad un recettore stimolatorio, R; (a sinistra), lo induce a legare una 
proteina G, che, a sua volta, stimola la subunità Gs del proprio tri- 
mero G,yGgG., a scambiare il proprio GDP con un GTP. Il comples- 
so Gy GTP si dissocia quindi da GgG,, e, fino a che catalizza l'i 
drolisi del GTP a GDP, stimola la adenilato ciclasi a convertire ATP 


l’attivazione di una fosfodiesterasi che idrolizza 
3’,5’,GMP ciclico (CGMP) a GMP. 

3. Go, una proteina G di funzione ignota è presente 
in molti tessuti, in particolare cervello e cuore. 


Questa eterogeneità nella famiglia delle proteine G 
è a carico delle subunità 8 e y tanto quanto della 
a. Una cellula può, infatti, contenere parecchie pro- 
teine G di un dato tipo, tutte strettamente correlate, 
che interagiscono con specificità variabile con recet- 
tori ed effettori. Questo complesso sistema di segna- 
lazione, presumibilmente, permette alle cellule di ri- 
spondere in maniera graduale a una grande varietà 
di stimoli. 


I recettori sono soggetti a desensibilizzazione 


810] Una delle caratteristiche peculiari dei sistemi 


destra), scatena una catena di eventi quasi identica tranne che per 
il fatto che la presenza del complesso Gia - GTP inibisce la sintesi 
di cAMP da parte di AC. R3C, rappresenta una proteina chinasi 
cAMP-dipendente la cui subunità catalitica, C, una volta attivata dalla 
dissociazione del dimero regolatorio come R,- cAMP., attiva varie 
proteine cellulari catalizzandone la fosforilazione. 


biologici di trasmissione del segnale è la loro capaci- 
tà di adattarsi a stimolazioni di lunga durata ridu- 
cendo le proprie risposte a quelle stimolazioni stes- 
se: un processo chiamato desensibilizzazione. Que- 
sti sistemi segnale rispondono quindi a variazioni dei 
livelli di stimolazione piuttosto che ai loro valori as- 
soluti. Qual è il meccanismo della desensibilizzazio- 
ne? Nel caso degli adrenorecettori 8 la continua espo- 
sizione alla adrenalina porta alla fosforilazione di uno 
o più residui Ser del recettore. Questa fosforilazione, 
che è catalizzata da una chinasi specifica che agisce 
sul complesso ormone-recettore ma non sul recetto- 
re da solo, diminuisce l’influenza dell’ormone sulla 
proteina G, almeno in parte, riducendo l’affinità di 
legame del recettore dell’adrenalina. Se il livello di 
adrenalina si riduce, il recettore viene lentamente de- 
fosforilato da una fosforilasi e riportato sulla superfi- 
cie cellulare, ripristinando quindi la sensibilità della 
cellula all’adrenalina. 
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La tossina colerica stimola la adenilato ciclasi 
attivando in modo permanente la proteina G; 


1811jIl sintomo principale del colera, una malattia 
intestinale causata dal batterio Vibrio cholerae, è una 
diarrea imponente che, se non trattata, di solito por- 
ta a morte per disidratazione. Questa temuta malat- 
tia non è un’infezione in senso classico, poiché il Vi- 
brio non invade né danneggia i tessuti, ma semplice- 
mente colonizza l’intestino come fa E. coli. La cata- 
strofica perdita di liquidi che il colera induce (più 
di un litro all’ora) rappresenta piuttosto la risposta 
a una tossina batterica. Infatti, il semplice ripristino 
dell’acqua e dei sali perduti dalle vittime del colera 
permette loro di sopravvivere i pochi giorni necessa- 
ri per eliminare immunologicamente l’infestazione 
batterica. 

La tossina colerica è una proteina di 87 kD, com- 
posta da cinque subunità B che formano un anello 
pentagonale intorno alla subunità A (composizione: 
ABs, Fig. 34.87). In seguito al legame con il suo re- 
cettore sulla superficie cellulare, il ganglioside Gy: 
(paragrafi 11.1D e 23.8C), la tossina colerica viene in- 
ternalizzata con un meccanismo di endocitosi mediato 
dal recettore. Questo processo determina l’attivazio- 
ne della tossina colerica, per mezzo di una digestio- 
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Figura 34.87 La struttura tridimensionale della tossina colerica. La 
struttura è stata determinata mediante analisi al microscopio elettroni- 
co di cristalli bidimensionali di tossina colerica che erano stati pro- 
dotti legando questa proteina ABs al suo recettore, ganglioside Gui, 
in una membrana lipidica. La subunità B forma un anello planare 
pentagonale (in questa immagine visto obliquamente) che circonda 
la subunità A. (Per gentile concessione di Hans Ribi, Stanford Univer- 
sity School of Medicine.) 
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Figura 34.88 Il frammento A; della tossi- 
na colerica catalizza la ADP-ribosilazione 
di un residuo Arg specifico sulla subunità 
a della proteina G; ad opera di NADÈ, 
che rende quindi questa proteina incapa- 
ce di idrolizzare GTP. 
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ne proteolitica e della riduzione di un ponte disolfu- 
ro che scindono la subunità A in due frammenti: A; 
(22 kD) e A. (5 KD). A; è quindi liberato nel citopla- 
sma (le subunità B non entrano nella cellula) dove 
catalizza il trasferimento dell’unità ADP-ribosio dal 
NAD* a una catena laterale Arg di Gy, (Fig. 34.88; 
ricordate che la tossina difterica ADP ribosila in mo- 
do analogo il fattore di allungamento eEF-2 degli eu- 
carioti; paragrafo 30.3G). La proteina Gsa ADP- 
ribosilata può attivare la adenilato ciclasi ma è inca- 
pace di idrolizzare GTP. Ne consegue che la adenila- 
to ciclasi rimane bloccata nel suo stato attivo. Le cel- 
lule epiteliali dell’intestino tenue normalmente secer- 
nono fluidi digestivi (una soluzione salina ricca di 
HCO7) in risposta a lievi aumenti della concentra- 
zione di cAMP. 

L’aumento di circa 100 volte della concentrazione 
intracellulare di cAMP indotto dalla tossina colerica 
provoca i sintomi del colera, stimolando le cellule epi- 
teliali a riversare all’esterno enormi quantità di flui- 
do digestivo. La tossina colerica influenza anche altri 
tessuti solo in vitro, poiché in vivo non passa dall’in- 
testino al sangue. 

La Bordetella pertussis, il batterio che provoca la 
pertosse, produce una proteina eterodimerica di 76 
kD, la tossina della pertosse, che ADP-ribosila Gia. 
Nel far questo impedisce a Gia di scambiare il suo 
GDP con un GTP e, quindi, le impedisce di inibire 
la adenilato ciclasi. 


Il recettore dell’insulina è una tirosina chinasi 


[1812] Sebbene la relazione tra insulina e metabolismo 
cellulare sia oggetto di intenso studio sin dagli anni 
720 (paragrafo 25.3B), è solo con la recente caratteriz- 
zazione del recettore dell’insulina che abbiamo in- 
cominciato ad avere una, seppur rudimentale, visio- 
ne di questa relazione a livello molecolare. Il recetto- 
re dell’insulina è una glicoproteina transmembrana 
che è presente sulla superficie di quasi tutte le cellu- 
le di mammifero con un numero di copie per cellula 
variante tra 10! e 10!5 a seconda del tessuto. Lo 
stretto legame del recettore con l’insulina, una ne- 
cessità fisiologica data la bassa concentrazione del- 
l’insulina nel sangue, ha permesso a Pietro Cuatreca- 
sas di isolare questo recettore da una preparazione 
di membrane solubilizzate con detergente per mez- 
zo di una cromatografia di affinità (paragrafo 5.3D) 
su una colonna contenente insulina legata in modo 
covalente. 

Il recettore dell’insulina è un eterotetramero 282 
in cui le subunità a (di 719 residui), extracellulari, 
e le subunità'8 (di 620 residui), transmembrana, so- 


no legate da ponti disolfuro (Fig. 34.89). L’unità 6, 
come si deduce dalla sequenza del suo clone di CONA, 
è sintetizzata come una singola catena polipeptidica 
in cui una sequenza segnale N-terminale, rapidamen- 
te rimossa, è seguita dalla sequenza della subunità 
a, da un tetrapeptide fortemente basico di sequenza 
Arg-Lys-Arg-Arg, che è alla fine digerito da una pro- 
teasi, e quindi dalla sequenza della subunità 8. Alcu- 
ni segmenti di questa sequenza sono omologhi a quelli 
di altri recettori di fattori di crescita quali il recetto- 
re del fattore di crescita dell'epidermide (EGF). 

Quali sono le conseguenze molecolari del legame 
dell’insulina al recettore dell’insulina? Il primo passo 
di questa reazione a cascata è la autofosforilazione 
di due specifici residui Tyr su ciascuna subunità 6, 
che attiva ulteriormente la attività di tirosina chinasi 
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Figura 34.89 Il recettore dell'insulina è un eterotetramero 67 le 
cui subunità &, completamente extracellulari, contengono i siti di le- 
game con l'insulina e le cui subunità 8, transmembrana, contengono 
sul loro lato citoplasmatico l’attività tirosina chinasica. (Fonte: Utt- 
RICH, A., Bert, J.R., CHEN, E.Y., HERRERA, R., Perruzzetti, L.M., DULL, 
T.]., GrAY, A., Coussens, L., Liao, Y.-C., TSUBOKAWA, M., Mason, A., 
SeesurG, P.H., GrunFELD, C., Rosen, O.M. e RAMACHANDRAN, ]., Na- 
ture, 313, p. 760, 1985.) 
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del recettore. È stato dimostrato, attraverso studi di 
inattivazione tramite mutazione, che l’attività di ti- 
rosina chinasi di questa proteina, che assomiglia a 
quella di altri recettori di fattori di crescita, è essen- 
ziale, sebbene non necessariamente sufficiente, per 
la trasduzione del segnale da parte del recettore del- 
l’insulina. Si ignora come la subunità a comunichi 
alla tirosina chinasi della subunità 6 che l’insulina 
è stata legata. Forse questa informazione è il risulta- 
to di un cambiamento conformazionale che si propa- 
ga attraverso la membrana cellulare. In alternativa, 
l'aggregazione dei recettori dell’insulina, che avvie- 
ne in risposta al legame con l’insulina, può in qual- 
che modo attivare la tirosina chinasi (si sa che molti 
recettori di superficie aggregano quando legano il 
ligande corrispondente). Qualunque sia il caso, il mec- 
canismo per cui il legame con il ligande attiva la fun- 
zione tirosina chinasica è comune ad altri recettori 
di fattori di crescita. Una proteina chimerica, quin- 
di, geneticamente costruita unendo la porzione ex- 
tracellulare del recettore dell’insulina e i domini ci- 
toplasmatici del recettore di EGF, mostra attività ti- 
rosina chinasica in presenza di insulina. 

I passi successivi nella via di segnalazione dell’in- 
sulina sono oscuri. Molti enzimi cellulari, compresi 
la glicogeno fosforilasi (paragrafo 17.3C), la piruvato 
deidrogenasi (paragrafo 19.2B), e la ormone-sensibile 
triacilglicerolo lipasi (paragrafo 23.5), sono defosfori- 
lati in risposta alla stimolazione insulinica. L’insuli- 
na, però, promuove anche la fosforilazione di speci- 
fici residui Ser e Thr su numerose altre proteine cel- 
lulari. Una spiegazione di queste osservazioni è che 
le proteine chinasi e fosfatasi responsabili siano atti- 
vate dalla fosforilazione, catalizzata dal recettore del- 
l’insulina, dei loro residui Tyr oppure Ser e Thr. Tut- 
tavia non è stata ancora trovata una proteina che sia 
identificabile senza ambiguità come il bersaglio fi- 
siologico del recettore dell’insulina. È stato quindi pro- 
posto che il recettore dell’insulina funzioni attivan- 
do le proteine chinasi C del sistema di segnalazione 
del fosfoinositide descritto più avanti. 


Ca?*, inositolo trifosfato e diacilglicerolo 
sono secondi messaggeri intracellulari 


[i813]/ segnali ertracellulari determinano spesso un 
aumento transitorio della concentrazione citoplasma- 
tica di Ca?* che, a sua volta, attiva una grande va- 
rietà di enzimi attraverso la mediazione della calmo- 
dulina e dei suoi omologhi. Abbiamo visto, per esem- 
pio, che un aumento della concentrazione citoplasma- 
tica di Ca°* induce processi cellulari così diversi co- 
me la glicogenolisi e la contrazione muscolare. Qual 
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è la fonte di questo Ca?* e come entra nel citopla- 
sma? In certi tipi di cellule, i neuroni per esempio 
(paragrafo 34.4C), Ca®* proviene dal liquido extra- 
cellulare. Tuttavia, l'osservazione che l’assenza di 
Ca?+* extracellulare non inibisce certi processi me- 
diati da Ca?* ha portato alla scoperta che, in certi 
casi, Ca*+ citoplasmatico deriva da serbatoi intracel- 
lulari, regioni specializzate del reticolo endoplasma- 
tico detti calciosomi (il reticolo sarcoplasmatico del 
muscolo). Degli stimoli extracellulari che portino al 
rilascio di Ca** devono quindi essere mediati da un 
segnale intracellulare. Il primo indizio sulla natura 
di questo segnale venne dall’osservazione che la mo- 
bilizzazione intracellulare di Ca?* e il turnover del 
fosfatidilinositolo-4,5-difosfato (PIP:), un compo- 
nente minoritario dello strato più interno della mem- 
brana citoplasmatica, sono strettamente correlati. Que- 
sta informazione ha condotto Robert Michell a pro- 
porre, nel 1975, che l’idrolisi di PIP, è in qualche 
modo associata con il rilascio di Ca°*. 

Studi da parte di Mabel e Lowell Hokin, Michael 
Berridge e Michell, hanno rivelato che PIP. fa parte 
di un importante sistema di secondi messaggeri, la 
cascata del fosfoinositide, che media la trasmissio- 
ne di numerosi segnali ormonali, compresi quelli di 
vasopressina, CRF, TRF, acetilcolina (un neurotrasmet- 
titore; paragrafo 34.4C) e adrenalina (con gli adreno- 
recettori a;). È da notare che questo sistema genera 
fino a tre tipi separati di secondo messaggero me- 
diante la seguente catena di eventi (Fig. 34.90): 


1-3. L’interazione agonista-recettore, attraverso la 
mediazione della proteina G, G,, attiva l'enzima 
integrale di membrana fosfolipasi C a idrolizza- 
re PIP. a inositolo 1,4,5 trifosfato (1P3) e 
sn-1,2-diacilglicerolo (DG). 

4. L’idrosolubile IP3, agendo come un secondo mes- 
saggero, diffonde attraverso il citoplasma al reti- 
colo endoplasmatico da cui stimola il rilascio di 
Ca** nel citoplasma, presumibilmente attraverso 
le sue interazioni con un sistema di trasporto del 
Ca°* legato a ER. 

. Il Ca2*, a sua volta, stimola svariati processi cel- 
lulari con la mediazione della calmodulina e dei 
suoi omologhi. 

6. Il non polare DG è costretto a rimanere nel piano 
della membrana citoplasmatica dove comunque 
agisce come secondo messaggero attivando la pro- 
teina chinasi C. Questo enzima di membrana (in 
realtà si tratta di una vasta famiglia di enzimi) 
a sua volta fosforila e quindi modula l’attività di 
numerose proteine differenti, compresa la glico- 
geno sintetasi (paragrafo 17.3D) e le catene legge- 
re della miosina del muscolo liscio (che, come si 
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esterno 
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Figura 34.90 Il ruolo di PIP, nella trasmissione intracellulare del se- 
gnale. (1) Il legame di un agonista ad un recettore della superficie 
cellulare, R, attiva la fosfolipasi C con la mediazione di una proteina 
G (2). La fosfolipasi C catalizza l'idrolisi*di PIP, a IP3 e DG (3). L'i- 
drosolubile IP} stimola il rilascio del Ca?* sequestrato nel reticolo 
endoplasmatico (4) che, a sua volta, attiva numerosi processi cellulari 
tramite la calmodulina ed i suoi omologhi (5). Il DG, non polare, 
rimane associato alla membrana dove attiva l’attività di fosforilazione 
della proteina chinasi C, e modula quindi l’attività di numerose pro- 
teine cellulari (6). Quest'ultimo processo di attivazione richiede an- 
che la presenza del lipide di membrana fosfatidilserina (PS) e di Ca?*. 


ricorderà, sono anche fosforilate dalla chinasi del- 
le catene leggere della miosina; paragrafo 34.3D). 
DG, che è prevalentemente 1-steroil-2-arachido- 


nil-sn-glicerolo, è ulteriormente degradato in al. 


cune cellule ad arachidonato, il substrato obbliga- 
torio per la biosintesi di prostaglandine, prostaci- 
cline, tromboxani e leucotrieni. Questi ormoni pa- 
racrini, come abbiamo visto (paragrafo 23.7), me- 
diano o modulano una grande varietà di funzioni 
fisiologiche. 


Per essere efficace come secondo messaggero 
una sostanza deve essere rapidamente eliminata una 
volta che ha trasmesso il messaggio. cAMP, per esem- 
pio, è idrolizzato a AMP da una fosfodiesterasi speci- 
fica (paragrafo 17.3C). I derivati metilati delle purine 
caffeina, un componente del caffè, e teofillina, pre- 
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ché inibiscono questa fosfodiesterasi. 
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IP3 e DG sono rapidamente riciclati per formare PIP; 
attraverso la via metabolica biciclica schematizzata 
nella Fig. 34.91. È stato ipotizzato che alcuni di que- 
sti inositoli fosfato, così come molti altri non illustra- 
ti nella Fig. 34.91, possano anche agire come moleco- 
le segnale in certe cellule, aumentando quindi la ca- 
pacità di un organismo di rispondere a stimoli com- 
plessi. È interessante notare che l’enzima che cataliz- 
za l’idrolisi di inositolo-1-fosfato OP), la IP, fo- 
sfatasi, è inibita da Li*. L’effetto terapeutico del 
Li* nel controllo della fase depressiva in individui 
sofferenti di crisi maniaco-depressive suggerisce che 
questa malattia mentale sia causata da una aberra- 
zione nel sistema segnale del fosfoinoside nel cervel 
lo, che forse causa una anormale attivazione dei re- 
cettori che mobilizzano il Ca°*. 
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Gli effetti attivatori di IP3 e DG danno una spiega- 
zione plausibile di molti fenomeni cellulari. Nel mu- 
scolo scheletrico, per esempio, IP3 mobilizza il Ca?+ 
dal reticolo sarcoplasmatico. Poiché Ca?* stimola la 
contrazione muscolare (paragrafo 34.3C), questa os- 
servazione suggerisce che l'impulso nervoso mobi- 
lizzi Ca** mediante il rilascio, nei tubuli a T delle 
miofibrille, di neurotrasmettitori, che si legano quindi 
ai recettori in grado di attivare la fosfolipasi C. In 
un secondo esempio, numerosi fattori di crescita po- 
lipeptidici, compreso il fattore di crescita derivato dal- 
le piastrine (PDGF), funzionano mobilizzando IP3 e 
DG che, a loro volta, stimolano la proliferazione cel- 
lulare. L’oncogene v-sis, che come si ricorderà speci- 
fica un analogo di PDGF (paragrafo 33.4C), potrebbe 
quindi agire mantenendo sempre attiva la degrada- 
zione di PIP2, forzando quindi la cellula in uno sta- 
to di continua proliferazione. Si ritiene che numero- 
si altri prodotti di oncogeni, compresa la proteina 
chinasi tirosina-specifica specificata da src (paragra- 
fo 33.4C), attivino in modo aberrante la sintesi di 
PIP, dai suoi precursori (Fig. 34.91). Analogamente, 
gli esteri del forbolo, quali il 12-O-tetradecanoil- 
forbolo-13-acetato 


CH, OH 


12-0-tetradecanoilforbolo-13-acetato 


che sono potenti attivatori della proteina chinasi C 
(la loro struttura è simile a quella di DG), sono i più 
efficaci promotori di tumore (cioè sostanze che non 
sono di per sé cancerogene ma aumentano la potert- 
za di cancerogeni noti; gli esteri del forbolo induco- 
no la sintesi del fattore di trascrizione AP-1, il pro- 
dotto del proto-oncogene c-jun; paragrafo 33.4C). No- 
nostante le funzioni del sistema di degradazione di 
PIP, recettore-mediato stiano giusto iniziando a ve- 
nire alla luce, è stato però chiaramente stabilito che 
questo sistema gioca un ruolo centrale nel controllo 
del metabolismo cellulare. 


Le proteine tirosina fosfatasi 
e la trasduzione del segnale 


Dato che la fosforilazione dei residui Tyr da 
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Figura 34.91 (pagina a fronte) | cicli metabolici che eliminano IP3 
e DG e rigenerano PIP). IP3 è convertito a inositolo in tre reazioni 
consecutive catalizzate da fosfatasi (ciclo dell’inositolo fosfato, a de- 
stra), l’ultima delle quali è inibita da Li*. DG è fosforilato e quindi 
attivato mediante citidilazione che dà origine a CDP-DG (ciclo del 
lipide, a sinistra). Inositolo e CDP-DG successivamente si combinano 
e formano il fosfatidilinositolo (PI) che, a sua volta, è fosforilato in 
due reazioni sequenziali che danno origine a PIP, (al centro). Que- 
ste ultime due reazioni, che si pensa siano attivate in modo inappro- 
priato dal prodotto dell’oncogene src, possono essere entrambe idro- 
liticamente invertite per azione delle fosfomonoesterasi appropriate, 
formando quindi dei cicli futili che controllano ie scorte di PIP.. DG 
può essere idrolizzato anche da una diacilglicerol lipasi a monoacil- 
glicerolo e arachidonato (R. è molto frequentemente un gruppo ara- 
chidonilico), il precursore delle prostaglandine e dei composti corre- 
lati. (Fonte: Berridge, M.J., Nature, 312, p. 316, 1984.) 


parte delle proteine tirosina chinasi (PTK) media la 
trasmissione intracellulare del segnale, devono an- 
che esistere degli enzimi che defosforilino i residui 
Tyr in modo da impedire che il sistema di segnala- 
zione si blocchi sulla posizione «on», di attivazione. 
È risultato che tali proteine tirosina fosfatasi 
(PTPasi), che sono state caratterizzate solo recente- 
mente, non sono solo enzimi costitutivi ma sono essi 
stessi trasduttori del segnale. 

L’isolamento e la determinazione della sequenza di 
una PTPasi della placenta umana, la PTPasi 1B, ha 
fornito due osservazioni importanti. Primo, anche se 
le omologie di sequenza tra le Ser/Thr chinasi e le 
PTK ci avevano indotto ad aspettarci che le PTPasi 
sarebbero state omologhe alle proteine Ser/Thr fo- 
sfatasi, la PTPasi 1B non ha di fatto mostrato alcuna 
somiglianza in sequenza con qualunque altra fosfa- 
tasi nota. Secondo, la sequenza della PTPasi 1B è sin- 
golarmente simile a quella di due domini citoplasma- 
tici omologhi di 300 residui del CD45, l’antigene 
leucocitario comune (leukocyte common antigen), 
che è una delle principali proteine della superficie 
cellulare dei globuli bianchi. CD45 è un membro di 
una famiglia di proteine transmembrana che si tro- 
vano solo sulle cellule del sangue e che hanno una 
struttura in domini simile a quella delle Tyr chinasi 
transmembrana come il recettore per l’EGF; queste 
proteine cioè sembrano essere un qualche tipo di re- 
cettore. Le similarità di sequenza tra PTPasi 1B e CD45 
hanno portato alla scoperta che il CD45 ha una attivi- 
tà di PTPasi. L'osservazione che delle cellule T mu- 
tanti prive di un CD45 funzionale non sono in grado 
di proliferare in risposta alla stimolazione antigeni- 
ca, come altrimenti fanno normalmente, suggerisce 
che il CD45 abbia un ruolo nella trasduzione del se- 
gnale. Sono state recentemente identificate numero- 
se altre proteine transmembrana con topologie di ti- 
po recettoriale e uno o due domini citoplasmatici si- 
mili a quelli delle PTPasi. Sembra quindi chiaro che 
le PTPasi rappresentano una importante nuova clas- 
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se di regolatori della crescita cellulare. Esiste infatti 
l’affascinante possibilità che le PTPasi possano essere 
«oncogeni recessivi» dato che l’inattivazione/perdita 
di entrambe le copie del gene di una PTPasi potreb- 
be portare a un aumento dell’attività di fosforilazio- 
ne in tirosina in un modo che richiama l’aumento 
causato dalle PTK non regolate codificate dagli onco- 
geni (paragrafo 33.4C). 


C. La neurotrasmissione 


Negli animali superiori, le comunicazioni inter- 
cellulari più rapide e complesse sono mediate da im- 
pulsi nervosi. I neuroni (le cellule nervose, Fig. 1.10d) 
trasmettono elettricamente questi segnali per tutta 
la loro lunghezza (comunemente superiore a 1 m ne- 
gli animali più grandi) come onde viaggianti di cor- 
renti ioniche. La trasmissione del segnale tra neuro- 
ni, così come tra neuroni e muscoli o ghiandole, è 
di solito mediata chimicamente da neurotrasmettito- 
ri. Nell’ultima parte di questo paragrafo discutere- 
mo degli aspetti sia elettrici che chimici della tra- 
smissione dell'impulso nervoso. 


Gli impulsi nervosi sono propagati 
per azione di potenziali d’azione 


1817]1 neuroni, come altre cellule, generano gradienti 
ionici attraverso la loro membrana cellulare per azio- 
ne di pompe ione-specifiche. In particolare, una 
(Na*-K*)-ATPasi (paragrafo 18.3A) pompa K* den- 
tro il neurone e Na* fuori dal neurone per genera- 
re concentrazioni intra- ed extracellulari di questi io- 
ni simili a quelle elencate nella Tabella 34.6. Il conse- 
guente potenziale di membrana AY attraverso una 
membrana cellulare è descritto dalla equazione di 
Goldman, una estensione dell’Eq. [18.3] che prende 
esplicitamente in considerazione le diverse permea- 
bilità di membrana dei vari ioni: 


vi ; 
ag=RT In EP, [C(out)]+ SP.[A(in] 


— 


: [34.9] 
F ZP, [Clin)]+ £P[A(out)] 


in cui C ed A rappresentano cationi e anioni rispet- 
tivamente, e, per semplicità, è stata fatta l’assunzio- 
ne, ragionevole dal punto di vista fisiologico, che so- 
lo ioni monovalenti abbiano concentrazioni signifi- 
cative. Le quantità di P, e P,, i rispettivi coefficien- 
ti di permeabilità dei vari cationi e anioni, sono 
indicative di quanto rapidamente gli ioni corrispon- 
denti attraversino la membrana (ognuna è uguale al 
coefficiente di diffusione dello ione corrispondente 
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attraverso la membrana diviso per lo spessore della 
membrana; paragrafo 18.2A). È da notare che l’Eq. 
[34.9] si riduce all’Eq. [18.3] se si assume che i coeffì- 
cienti di permeabilità di tutti gli ioni mobili siano 
uguali. 

Applicando l’Eq. [34.9] ai dati della Tabella 34.6 e 
assumendo una temperatura di 25°C otteniamo 
AY= — 83mV (negativo all’interno), che è in accordo 
con i potenziali di membrana misurati sperimental- 
mente nelle cellule dei mammiferi. Questo valore è 
in qualche misura più grande del potenziale di equi- 
librio di K*, il valore di AY= — 91 mV ottenuto as- 
sumendo che la membrana sia permeabile solo agli 
ioni K+ (Pya+ = Par- = 0). Il potenziale di membrana 
è generato da una differenza sorprendentemente pic- 
cola della distribuzione di ioni attraverso la mem- 
brana; solo circa 1 coppia/milione viene separata dal- 
la membrana, con l’anione che va al lato citoplasma- 
tico e il catione che va all’esterno. Il campo elettrico 
che ne risulta è ciò nondimeno ingente secondo stan- 
dard macroscopici: assumendo uno spessore di mem- 
brana tipico di 50 À, esso è quasi 170000 V - cm-!. 

Un impulso nervoso consiste di un’onda di depola- 
rizzazione transitoria nota come potenziale d’azio- 
ne che corre lungo una cellula nervosa. Un microe- 
lettrodo impiantato in un assone (il lungo processo 
che parte dal corpo della cellula nervosa) registrerà 
che durante i primi 0,5 ms di un potenziale d’azione 
AY va dal suo potenziale di riposo di circa — 60 mV 
a circa +30 mV (Fig. 34.92a). Questa depolarizzazio- 
ne è seguita da una quasi altrettanto rapida ripola- 
rizzazione, oltre il potenziale di equilibrio fino al po- 
tenziale di equilibrio di K* (iperpolarizzazione), se- 
guita da un più lento ritorno al potenziale di riposo. 
Qual è l'origine di questo complicato comportamen- 
to elettrico? Nel 1953, Alan Hodgkin e Andrew Hux- 
ley hanno dimostrato che il potenziale d’azione è il 
risultato di un aumento transitorio della permeabili- 
tà della membrana al Na* seguito, in una frazione 
di millisecondo, da un aumento transitorio della per- 
meabilità al K* (Fig. 34.92b). 

[818] Le variazioni della permeabilità ione-specifica 
che caratterizzano un potenziale d’azione derivano 
dalla presenza di proteine di membrana trans- 
assoniche che funzionano come canali sensibili al 
voltaggio Na*- e K*-specifici. Appena un impulso 
nervoso raggiunge un dato settore della membrana 
di una cellula nervosa, l’aumentato potenziale di 
membrana induce l'apertura transitoria dei canali 
Na* così che ioni Na* diffondono dentro la cellula 
nervosa al ritmo di circa 6 000 ioni - ms”! per cana- 
le. Questo aumento di Pya+ determina l’aumento di 
AY (Equazione [34.9]) che, a sua volta, induce l’aper- 
tura di altri canali Na* ecc., portando quindi.a un 
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Tabella 34.6 Concentrazioni ioniche e coefficienti di per- 
meabilità di membrana nei mammiferi 


logia Cellula. Sangue Coefficiente di 
(mm) (MM) permeabilità (cm - s7?) 
KS 139 4 5x 1077 
Na* 12 145 5x 107? 
(Giiu 4 116 1x 1078 
A* 138 9 0 


x XxX rappresenta macromolecole che sono cariche negativamente in condi- 
zioni fisiologiche. 


Fonte: DarneLL, }., LODISH, H. e Baltimore, D., Molecular Cell Biology, pp. 618 
e 725, Scientific American Books, 1986. 


ingresso esplosivo di Na* nella cellula. Prima però 
che questo processo possa raggiungere il potenziale 
di equilibrio del Na* di circa +60 mV, si aprono 
i canali K* (aumenta Pg+) mentre si:chiudono i ca- 
nali Na* (Pya+ ritorna al suo valore di riposo). AY 
quindi cambia di segno e passa i limiti del suo po- 
tenziale di riposo per avvicinarsi al suo valore di 
equilibrio per K*. Infine si chiudono anche i cana- 
li K* e quel settore della membrana ritorna al suo 
potenziale di riposo. I canali Na*, che rimangono 
aperti solo 0,5-1 ms, non si riapriranno fino a che 
la membrana sarà tornata al suo stato di riposo, 


limitando quindi il ritmo di eccitazione dell’as- 
sone. 


Potenziale di equilibrio di Na” 


— Potenziale di azione 


Depolarizzazione 


Potenziale di riposo 


Potenziale di membrana (mV) 


/ Y 


Iperpolarizzazione DI 


Potenziale di equilibrio di K* 


Figura 34.92 La curva in funzione del tempo di un potenziale d’azio- 
ne. (a) La membrana dell’assone subisce una rapida depolarizzazione 
seguita da una quasi altrettanto rapida riperpolarizzazione e da un 
lento ritorno al potenziale di riposo. (b) La depolarizzazione è causa- 
ta da un aumento transitorio della permeabilità a Na* (conduttan- 
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Un potenziale d’azione è avviato da un aumento 
di circa 20 mV in AY che va a circa — 40 mV. I poten- 
ziali d’azione quindi si propagano lungo un assone 
perché l’aumento iniziale del valore di AY in un dato 
settore di membrana dell’assone innesca il potenziale 
d’azione in un settore di membrana adiacente che fa 
lo stesso su un settore a esso adiacente e così via (Fig. 
34.93). L'impulso nervoso è quindi continuamente am- 
plificato così che l'ampiezza del suo segnale rimane 
costante per tutta la lunghezza dell’assone (al contra- 
rio, un impulso elettrico che viaggia lungo un filo 
viene dissipato, come conseguenza degli effetti di re- 
sistenza e capacitivi). Poiché però lo scompenso ioni- 
co relativo responsabile del potenziale di riposo della 
membrana è lieve, solo una piccola frazione del gra- 
diente Na*-K* di una cellula nervosa è scaricato da 
un singolo impulso nervoso. Un assone può quindi 
trasmettere un impulso nervoso ogni pochi ms sen- 
za pause. Questa capacità di «sparare» rapidamente 
è una caratteristica essenziale delle comunicazioni 
neuronali: poiché gli impulsi nervosi hanno tutti la 
stessa ampiezza, l’ordine di grandezza dello stimolo 
è trasmesso dal ritmo a cui «spara» il nervo. 


Il canale Na* sensibile al voltaggio 
è il bersaglio di numerose neurotossine 


1819] Le neurotossine si sono dimostrate strumenti 
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za), mentre l’iperpolarizzazione deriva da un aumento più prolunga- 
to della permeabilità a K* che inizia una frazione di millisecondo 
più tardi. (Fonte: HoDGKin, A.L. e Huxtey, A.F., /. Physiol., 117, p. 
530, 1952.) 
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Figura 34.93 La propagazione del potenziale di azione lungo un as- 
sone. La depolarizzazione della membrana in corrispondenza del bordo 
avanzante di un potenziale di azione scatena un potenziale di azione 
nella porzione della membrana assonica immediatamente a valle, in- 
ducendo l'apertura dei suoi canali di Na* sensibili al voltaggio. Con 
l'avanzare verso valle dell'onda di depolarizzazione, i canali di Na” 
si chiudono mentre si aprono i canali K* per iperpolarizzare la mem- 
brana. Dopo un breve periodo refrattario, durante il quale si chiudo- 
no i canali K® e la membrana ritorna al suo potenziale di riposo, 
può seguire un secondo impulso. La velocità di propagazione del- 
l'impulso indicata in figura è quella misurata nell’assone gigante del 
calamaro che, a causa della sua straordinaria larghezza (-1 mm), 
è uno dei modelli sperimentali preferiti dai neurofisiologi. Notate che 
in questa figura il potenziale di azione sembra andare all'indietro 
rispetto a quello nella Fig. 34.92; ciò è dovuto al fatto che in questa 
figura si mostra la distribuzione del potenziale di membrana lungo 
un assone in un preciso istante, mentre nella Fig. 34.92 si mostrano 
le variazioni nel tempo del potenziale di membrana in un punto fisso 
dell'assone. ia 


inestimabili per analizzare i vari aspetti meccanici. 
stici della neurotrasmissione. Molte neurotossine, co- 
me vedremo, interferiscono con l’azione del canale 
Na® sensibile al voltaggio nel neurone, ma, curiosa. 
mente, se ne conoscono poche che colpiscono i canali 
K*. La tetrodotossina 


HOT] H OH 


Tetrodotossina 


un veleno paralizzante di enorme potenza, presente 
prevalentemente in pelle, ovaie, fegato e intestino del 
pesce soffiatore (chiamato «fuguw» in Giappone, una 


15 20 25 30 
cm 


prelibatezza che può essere preparata solo da cuochi 
«diplomati» in anatomia del pesce soffiatore), agisce 
specificamente bloccando il canale Na*. Il canale 
Na* è analogamente bloccato dalla sassitossina, 


î 
CH,—0—-C—_NHa 
nu H 
+ N N 
HN= De 
N ie” SN 
H i © 
HO SI 
Sassitossina 


un prodotto dei dinoflagellati marini (un plancton 
conosciuto come «marea rossa») che viene concentra- 
to dai crostacei che si nutrono filtrando acqua a tal 
punto che una piccola cozza può contenere la sassi- 
tossina sufficiente a uccidere 50 persone. Entrambe 
queste neurotossine hanno un gruppo cationico gua- 
nidinico ed entrambe sono efficaci solo quando sono 
applicate all’esterno di un neurone (la loro iniezione 
nel citoplasma non evoca risposte). Si pensa quindi 
che queste tossine interagiscano specificamente con 
un gruppo carbossilico anionico collocato all’imboc- 
co del canale Na* sul suo lato extracellulare. 

Il legame specifico di tetrodotossina radiomarcata 
al canale Na* solubilizzato con detergenti ha enor- 
memente aiutato la purificazione dei componenti del 
canale. Il canale Na* del cervello dei mammiferi è 
un complesso eterotrimerico composto da una subu- 
nità a (di 270 KD), una 6; (di 36 kD) e una #3 (di 
33 kD). La grossa taglia di questa proteina riflette 
senza dubbio la complessità dei compiti che svolge: 
essa forma un poro attraverso la membrana che è 
selettivo per certi ioni e contiene due «cancelli» sensi- 
Dili al voltaggio, uno che apre il canale in seguito 
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alla depolarizzazione della membrana e uno che più 
tardi lo chiude. Piccole correnti, derivanti dai movi- 
menti di questi cancelli carichi positivamente nell’a- 
prire e nel chiudere il canale Na*, possono essere 
infatti identificate (la corrente elettrica è il movimento 
di una carica) se vengono prima bloccate le più forti 
correnti ioniche attraverso la membrana, mediante 
la chiusura dei canali Na* e K* con tetrodotossina 
e Cs* (il canale K* può essere bloccato dal suo lato 
citoplasmatico per mezzo di alte concentrazioni di 
Cs* o di ione tetraetilammonio). 
La batracotossina 


CHy 


Batracotossina 


un alcaloide steroideo secreto dalla pelle della rana 
colombiana Phillobates aurotaenia, e usato come ve- 
leno per frecce, è il più potente veleno conosciuto 
(la dose letale al 50% nel topo è 2 ug/kg di peso cor- 
poreo). Questa sostanza si lega specificamente anche 
* sensibile al voltaggio ma, al contrario 
di tetrodotossina e sassitossina, rende la membrana 
dell’assone molto permeabile al Na*. La depolariz- 
zazione assonica indotta dalla batracotossina è infatti 
invertita dalla tetrodotossina. L'osservazione che la 
stimolazione elettrica ripetuta di un neurone aumenta 
l’azione della batracotossina indica che questa tossi- 
na si lega al canale Na* nella sua forma aperta. 
I veleni di alcuni scorpioni americani contengono 
famiglie di neurotossine proteiche di 60-70 residui 
che agiscono anche depolarizzando i nevroni trami- 
te il legame con i loro canali Na* (Fig. 34.94; le di- 
verse neurotossine del veleno sembrano essere spe- 
cializzate per legare i canali Na* delle varie specie 
che lo scorpione ha la probabilità di incontrare). Le 
tossine dello scorpione e la tetrodotossina, però, non 
competono l’una con l’altra nel legame con il canale 
Na*, e devono quindi legarsi a siti differenti. 


al canale Na* 


La velocità dell’impulso nervoso 
è aumentata dalla mielinizzazione 


[1820] Gli assoni dei neuroni dei grossi vertebrati so- 
no inguainati nella mielina, un «nastro isolante elet- 


Figura 34.94 La struttura ai raggi X della tossina di 65 residui «varian- 
te 3» dello scorpione dell'America Sudoccidentale Centruroides sculp- 
turatus Ewing. | residui colorati sono quelli conservati tra le varie 
neurotossine degli scorpioni. Questi residui sono raggruppati in pros- 
simità della superficie della proteina, che è quindi ritenuta il sito di 
legame con il canale di Na” sensibile al voltaggio. Il codice-colore 
usato solo per i residui conservati è: le catene laterali di Pro e Gly 
e la catena principale sono azzurre; le catene laterali di Asp e Glu 
e l'estremità C-terminale sono rosse; le catene laterali di Arg e Lys 
e l'estremità N-terminale sono blu scuro; le catene laterali polari non 
cariche sono viola; le catene laterali alifatiche sono verdi e le catene 
laterali Cys sono gialle. (Per gentile concessione di Michael Carson, 
University of Alabama, Birmingham. Struttura ai raggi X determinata 
da Charles Bugg.) 


trico» biologico che è avvolto intorno all’assone (Fig. 
34.95a) in modo da isolarlo elettricamente dall’am- 
biente extracellulare. Nei nervi mielinizzati, gli im- 
pulsi si propagano a una velocità fino a 100 m-s"!, 
mentre in quelli non mielinizzati non vanno oltre 
i 10 m-s7! (immaginate le difficoltà di coordinazio- 
ne di una giraffa che dovesse affidarsi solo a nervi 
non mielinizzati). Come può la mielinizzazione au- 
mentare la velocità dell'impulso nervoso? 

La fodera di mielina.è interrotta più o meno ad 
ogni millimetro lungo l’assone da tratti non mieli- 
nizzati noti come nodi di Ranvier (Fig. 34.855) do- 
ve l’assone entra in contatto con il mezzo extracellu- 
lare. Studi di legame mediante tetrodotossina radio- 
marcata indicano che i canali Na* operati dal vol- 
taggio sono sparsi in modo relativamente uniforme 
nella membrana degli assoni non mielinizzati, in nu- 
mero di circa 20 canali - um7*. I canali Na* degli as- 
soni mielinizzati, al contrario, sono presenti solo ai 
nodi di Ranvier dove sono concentrati a una densità 
di 10*-um7*. Il potenziale d’azione di un assone 
mielinizzato, evidentemente, salta tra questi nodi, con 
un processo chiamato conduzione saltatoria. La 
trasmissione dell'impulso nervoso tra i nodi deve 
quindi avvenire per conduzione passiva di una cor- 
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Figura 34.95 (a) Fotografia al microscopio elettronico di fibre nervose 
mielinizzate in sezione trasversa. La barra rappresenta 0,1 um di lun- 
ghezza. La guaina di mielina che circonda un assone è la membrana 
plasmatica di una cellula di Schwann che, crescendo a spirale intor- 
no a un assone, espelle il suo citoplasma dagli spazi tra gli strati 
di membrana. Il doppio strato lipidico della membrana che risulta 
così raddoppiato, e che si avvolge tra le 10 e le 150 volte intorno 
all'assone, è un buon isolante elettrico a causa del suo contenuto 
lipidico particolarmente alto (79%). (Per gentile concessione di Ce- 
dric Raine, Albert Einstein College of Medicine of Yeshiva Universi- 
ty.) (b) Un disegno schematico di un assone mielinizzato in sezione 
longitudinale che mostra come nei nodi di Ranvier (gli intervalli tra 
cellule di Schwann adiacenti) la membrana assonica sia in contatto 
con l'ambiente extracellulare. Una depolarizzazione generata da un 
potenziale di azione a un nodo salta, per conduzione ionica, lungo 
l'assone mielinizzato (frecce colorate) al più vicino nodo a valle, do- 
ve induce un nuovo potenziale di azione. Gli impulsi nervosi negli 
assoni mielinizzati sono quindi trasmessi per conduzione saltatoria. 


Nodo di 


Guaina di mielina 
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rente ionica, un meccanismo che è intrinsecamente 
molto più veloce della propagazione continua di un 
potenziale d’azione, ma che è anche dispersivo. I no- 
di funzionano come stazioni di amplificazione che 
mantengono l’intensità dell'impulso elettrico duran- 
te il suo viaggio lungo l’assone. Senza l’isolamento 
dato dalla mielina l'impulso elettrico sarebbe troppo 
attenuato per la perdita di ioni attraverso la mem- 
brana e per effetto capacitivo per poter avviare un 
potenziale d’azione al nodo successivo. Infatti, la scle- 
rosi multipla, una malattia autoimmune in cui le 
fibre nervose del cervello e del midollo spinale sono 
demielinizzate, determina deficienze neurologiche se- 
rie e spesso fatali. 


I neurotrasmettitori trasmettono 
gli impulsi nervosi attraverso le sinapsi 


Le giunzioni in cui viene trasmesso il segnale 
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da un neurone a un altro, a un muscolo, a una ghian- 
dola sono chiamate sinapsi. Nelle sinapsi elettri- 
che, che sono specializzate nella trasmissione rapida 
del segnale, le cellule sono separate da un intervallo, 
la fessura sinaptica, di soli 20 À, per cui il poten- 
ziale d'azione che arriva al versante presinaptico dello 
spazio può depolarizzare la membrana postsinaptica 
quanto basta ad avviarne direttamente il potenziale 
d’azione. L'intervallo di >200 À che si trova tra la 
maggior parte delle sinapsi rappresenta però una di- 
stanza troppo grande per questo tipo di accoppia- 
mento elettrico diretto. In queste sinapsi chimiche 
l’arrivo di un potenziale d’azione stimola il rilascio 
da parte del neurone presinaptico di una sostanza 
specifica, chiamata neurotrasmettitore, che diffon- 
de attraverso la fessura sinaptica e si lega al recetto- 
re corrispondente sulla membrana postsinaptica. Nel- 
le sinapsi eccitatorie, il legame del neurotrasmetti- 
tore stimola la depolarizzazione della membrana, av- 
viando in questo modo un potenziale d’azione nella 


Da 


[1822] 1323] 


Fisiologia molecolare 1345 


© 88-08-10538-5 


membrana postsinaptica. Al contrario, il legame del 
neurotrasmettitore nelle sinapsi inibitorie altera la 
permeabilità della membrana postsinaptica in modo 
da inibire il potenziale di azione e attenuare così i 
segnali eccitatori. Qual è il meccanismo per cui l’ar- 
rivo di un potenziale d’azione stimola il rilascio di 
un neurotrasmettitore, e in che modo il suo legame 
a un recettore altera la permeabilità della membra- 
na postsinaptica? Per rispondere a questi interrogati- 
vi prendiamo in esame come funzionano le sinapsi 
colinergiche, quelle sinapsi cioè che usano l’acetil- 
colina (ACh) come neurotrasmettitore. 


(6) 
Il + 
CH3s_ C_ CHo- CHo—N(CH 3) 3 
Acetilcolina (ACh) CH3 


Muscarina 


Si conoscono due tipi di sinapsi colinergiche: 


1. Quelle che contengono recettori nicotinici (re- 
cettori che rispondono alla nicotina). 

2. Quelle che contengono recettori muscarinici (re- 
cettori che rispondono alla muscarina, un alca- 


loide prodotto dal fungo velenoso Amanita mu- 
scaria). 


Nelle prossime pagine ci concentreremo sulle sinap- 
si colinergiche che contengono recettori nicotinici, 
poiché questo tipo di sinapsi è stato caratterizzato 
molto bene ed è presente in tutte le giunzioni neuro- 
muscolari eccitatorie nei vertebrati e in numerosi 
punti del sistema nervoso. 


Gli organi elettrici dei pesci elettrici sono 
una fonte abbondante di sinapsi colinergiche 


Lo studio della funzione sinaptica è stato molto 
facilitato dalla scoperta che l’omogeneizzazione del 
tessuto nervoso determina il distacco delle estremità 
presinaptiche e il loro riassemblaggio sotto forma di 
sinaptosomi. L’uso di sinaptosomi, che possono es- 
sere facilmente isolati tramite ultracentrifugazione 
su gradiente di densità, offre il vantaggio di una ma- 
nipolazione e analisi senza interferenze da parte di 
altri componenti dei neuroni. 


La fonte più abbondante di recettori colinergici che 
si conosca sono gli organi elettrici della anguilla elet- 
trica di acqua dolce Electrophorus electricus e dei pe- 
sci elettrici marini del genere Torpedo. Gli organi elet- 
trici, che questi organismi usano per stordire o ucci- 
dere la loro preda, sono formati da colonne di circa 
5000 cellule piatte e sottili chiamate elettroplassi, 
che iniziano il loro sviluppo come cellule muscolari 
ma perdono poi il loro apparato contrattile. Un lato 
di un elettroplassi è estesamente innervato e ha una 
alta resistenza elettrica, mentre il lato opposto è pri- 
vo di innervazione e ha bassa resistenza elettrica. En- 
trambi i lati mantengono un potenziale di membra- 
na di riposo di circa —90 mv. In seguito a stimola- 
zione da parte di un neurone, tutte le membrane 
innervate di una colonna di elettroplassi si depola- 
rizzano simultaneamente arrivando a un potenziale 
di circa +40 mV, determinando una differenza di 
potenziale attraverso ogni cellula di 130 mV (Fig. 
34.96). Poiché i 5 000 elettroplassi di una colonna so- 
no collegati in serie come le pile di una torcia elettri- 
ca, la differenza di potenziale totale attraverso la co- 
lonna è di 5000x0,130 V=650 V, quanto basta per 
uccidere un essere umano. ù 


Il rilascio di acetilcolina è stimolato da Ca?* 


ACh è sintetizzata in prossimità dell’estremità 
presinaptica di un neurone per trasferimento di un 
gruppo acetilico dall’acetil-CoA alla colina in una rea- 
zione catalizzata dalla colina acetiltransferasi. 


ù 
SIIT O, 


Dia i SCA + 0 CHOO CIT, 


Acetil-CoA Colina 


Colina 
acetiltransferasi 


LI 
0 00 CH CH GNSCIE a + HS— CoA 


Acetilcolina 

La maggior parte di questa ACh è sequestrata nelle 
vescicole sinaptiche, di circa 400 À di diametro e 
contenenti ciascuna circa 10% molecole di ACh. 

L’arrivo di un potenziale d’azione alla membrana 
presinaptica stimola l’apertura di canali Ca* sen- 
sibili al voltaggio. Il risultante flusso di Ca?* ex- 
tracellulare all’interno del terminale presinaptico sti- 
mola, a sua volta, l’esocitosi delle vescicole sinaptiche 
di modo che l’ACh da esse contenuta venga rilasciata 
nella fessura sinaptica (Fig. 34.97). Il ragno vedova 
nera trae vantaggio da questo sistema: la proteina 
altamente neurotossica contenuta nel suo veleno, la 
a-latrotossina (di 130 kD), provoca un rilascio mas- 
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Figura 34.97 La trasmissione degli impulsi nervosi attraverso la fessu- 
ra sinaptica. (a) Fotografia al microscopio elettronico di una giunzio- 
ne neuromuscolare di rana in cui le vescicole sinaptiche sono in eso- 
citosi (frecce) attraverso la membrana presinaptica (in alto). (Per genti- 
le concessione di John Heuser, Washington University School of Me- 
dicine.) (b) Questo processo scarica la ACh contenuta nelle vescicole 
sinaptiche nella fessura sinaptica, dove diffonde in < 100 us alla mem- 
brana postsinaptica e si lega al suo recettore. Le membrane delle ve- 
scicole sinaptiche sono in seguito recuperate tramite endocitosi e riem- 
pite di nuovo di ACh. 
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Figura 34.96 La depolarizzazione simultanea 
(in rosso) delle membrane innervate di una 
colonna di elettroplassi connessi in serie ha 
come risultato una grossa differenza di po- 
tenziale tra le due estremità della colonna. 
Questo deriva dal fatto che il voltaggio totale 
è la somma dei voltaggi generati da ogni elet- 
troplassi. 


siccio di ACh alle giunzioni neuromuscolari, proba- 
bilmente agendo come un Ca** ionoforo. Al contra- 
rio, il rilascio di ACh è inibito dalla tossina botuli- 
nica, una miscela di otto proteine di KD tra 135 e 
170, prodotta dal batterio anaerobio Clostridium bo- 
tulinum e responsabile della mortale sindrome da av- 
velenamento alimentare chiamata botulismo. 
L'ipotesi che ACh sia rilasciata mediante esocitosi 
delle vescicole sinaptiche è stata proposta nel 1952 
da Bernard Katz sulla base della sua osservazione che 
le giunzioni neuromuscolari non stimolate mostrano 
lievi depolarizzazioni (0,1-3,0 mv);‘che avvengono 
a caso e sono chiamati potenziali in miniatura della 
placca terminale (la placca terminale è la mem- 
brana postsinaptica della giunzione neuromuscolare). 
Le intensità di questi impulsi sono coerenti con il ri- 
lascio per ciascun impulso di circa 10* molecole di 
ACh, corrispondenti all’esocitosi di una singola ve- 
scicola sinaptica. Il potenziale effettivo di una placca 
terminale deriva presumibilmente dal rilascio simul- 
taneo di almeno 400 «pacchetti» di ACh. Sebbene il 
meccanismo della esocitosi stimolata da Ca°* delle 
vescicole sinaptiche non sia noto, è probabile che es- 
so coinvolga la sinapsina I, una proteina di 75 kD 
della membrana delle vescicole sinaptiche che è, nel 
cervello, il principale substrato di calmodulina e pro- 
teine chinasi cA MP-dipendenti. La sinapsina I attiva- 
ta forse promuove la fusione della membrana delle 
vescicole sinaptiche con la membrana cellulare. 


Il recettore per l’acetilcolina 
è un canale cationico regolato dal ligande 


[1824] Il recettore per l’acetilcolina è una glicopro- 
teina x:8yò, transmembrana, di 250 KD, le cui quat- 
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tro diverse subunità hanno sequenze simili. Gli studi 
effettuati mediante diffrazione dei raggi X e micro- 
scopia elettronica hanno mostrato che il recettore è 
una molecola di 80 À di diametro per 140 À di lun- 
ghezza che si estende per circa 55 À nella fessura 
sinaptica e per 15 À nel citoplasma (Fig. 34.98). Le 
sue cinque subunità a bastoncino sono sistemate con 
una simmetria quintupla per gran parte della loro 
lunghezza. La caratteristica strutturale più singolare 
del recettore per l'ACh è un canale centrale pieno 
d’acqua, di 25-30 A di diametro, che si estende dal- 
l'estremità del recettore nella fessura sinaptica fino 
al livello del doppio strato lipidico della membrana, 
dove diventa troppo stretto per poter essere identifi- 
cato. Il legame di due molecole di ACh, una per ogni 
subunità a, induce allostericamente l’apertura del ca- 
nale attraverso la membrana permettendo agli ioni 
Na* e K* di diffondere dentro e fuori, rispettivamen- 
te, dalla cellula al ritmo di circa 20000 ioni per tipo 
per millisecondo. La depolarizzazione della membra- 
na postsinaptica che ne deriva dà inizio a un nuovo 
potenziale d’azione. Da 1 a 2 ms dopo, ACh si disso- 
cia spontaneamente dal recettore e il canale si chiude. 

Il recettore per ACh è il bersaglio di alcune delle 
più letali neurotossine conosciute (la morte soprav- 
viene per arresto respiratorio) il cui uso è stato di 
grande aiuto nella delucidazione della funzione del 
recettore. La istrionicatossina, un alcaloide secreto 
dalla pelle della rana colombiana (usata come veleno 
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Figura 34.98 La struttura del recettore dell’acetilcolina come appare 
dall'analisi al microscopio elettronico dei suoi cristalli bidimensiona- 
li. (a) Sezione dell'immagine tridimensionale parallela alla membrana 
cellulare e vicina alla sua estremità sinaptica. Notate la simmetria 
quintupla. (b) Sezione perpendicolare alla membrana cellulare e pas- 
sante per il centro dell'immagine rappresentata in a. Il canale centrale 
del recettore ha un diametro di 25-30 A. (Fonte: BRISON, A. e Un. 
Win, P. N., Nature, 315, pp. 476, 477, 1985.) 
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per frecce) Dendrobates histrionicus, e la d-tubocu- 
rarina, l’ingrediente attivo del veleno per frecce 
amazzonico, il curaro, nonché agente paralizzante 
utile dal punto di vista medico, sono entrambi anta- 
gonisti di ACh che prevengono l’apertura del canale 
del recettore. 


Cc 
Il 
CH 
Istrionicatossina 
H4C CHy OH 0— CH; 


H,C—0 


OH 
d-tubocurarina 


Analogamente, una famiglia di proteine omologhe, 
di 7-8 kD, presenti nel veleno di alcuni tra i serpenti 
più velenosi del mondo, comprese la a-bungarotos- 
sina dei serpenti del genere Bungarus, la erabutos- 
sina dei serpenti di mare e la cobratossina dei co- 
bra (Fig. 34.99), impediscono l’apertura del canale del 
recettore per ACh legandosi specificamente, e in mo- 
do irreversibile, alle sue subunità a. Il recettore per 
l’ACh solubilizzato con detergenti è stato infatti pu- 
rificato con cromatografia di affinità su di una colon- 
na contenente cobratossina covalentemente legata. 


L’acetilcolina è rapidamente degradata 
dalla acetilcolina esterasi 


1825] Una molecola di acetilcolina che partecipa alla 
trasmissione di un dato impulso nervoso deve essere 
degradata nei pochi ms che precedono il potenziale 
arrivo dell’impulso nervoso successivo. Questo compi- 
to essenziale è svolto dalla acetilcolina esterasi, un 
enzima di 75 kD dall’azione molto rapida che è le- 
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Figura 34.99 La struttura ai raggi X della a-cobratossina, una neuro- 
tossina di 71 residui del veleno del cobra Naja naja siamensis, che 
si lega specificamente al recettore di ACh in modo da inibirne l’aper- 
tura. Le neurotossine a-bungarotossina ed erabutossina, presenti nel 
veleno di serpenti correlati, hanno struttura simile ai raggi X. | residui 
conservati ritenuti essenziali per la tossicità di queste neurotossine 
sono colorati come indicato nella didascalia della Fig. 34.94. (Per 
gentile concessione di Michael Carson, University of Alabama, Bir- 
mingham. Struttura ai raggi X determinata da Wolfram Saenger.) 


gato alla superficie della membrana postsinaptica 
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(il numero di turnover della acetilcolina esterasi è 
k-a:= 14000 s7!; l’efficienza catalitica dell'enzima, 
Kcat/Km= 1,5x 105M7!-s, è vicina al limite controlla- 
to dalla diffusione, così che essa risulta l'enzima ca- 
talitico quasi perfetto; paragrafo 13.2B). I prodotti, 
acetato e colina, vengono ritrasportati al terminale 
presinaptico per il loro riciclaggio ad ACh. 

La acetilcolina esterasi è una serina esterasi; cioè 
il suo meccanismo catalitico assomiglia a quello delle 
serina proteasi quali la tripsina. Questi enzimi, come 
abbiamo visto nel paragrafo 14.3A, sono inibiti irre- 
versibilmente dagli alchilfosfofluoridati quali il dii- 
sopropilfosfofluoridato (DIPF). Composti analoghi qua- 
li il tabun e il sarin 


(CHy2CH 
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sono infatti gas nervini degli arsenali bellici per la 
loro efficiente inattivazione della acetilcolinesterasi 
umana, che determina paralisi derivante dal blocco 
dell’impulso nervoso colinergico e conseguente mor- 
te per soffocamento. La succinilcolina 


(0) 
[ x 
a Cc TEA O— CHa_ CHo_ N(CH 3)3 
+ 
Ha0-C—0—CH2o- CH,— N(CH3)g 
(0) 
Succinilcolina 
che è usata come miorilassante in chirurgia, è un 
agonista di ACh che, sebbene sia rilasciato rapida- 
mente dai recettori per ACh, è idrolizzato lentamen- 
te dalla acetilcolina esterasi. La succinilcolina produ- 
ce quindi una depolarizzazione persistente della plac- 
ca terminale. I suoi effetti hanno vita breve, però, 
perché viene idrolizzata rapidamente dalla butirril- 


colina esterasi, un enzima epatico e plasmatico re- 
lativamente non specifico. 


Gli amminoacidi e i loro derivati 
funzionano come neurotrasmettitori 


Il sistema nervoso dei mammiferi impiega come 
neurotrasmettitori più di 30 sostanze. Alcune di que- 
ste sostanze, come la glicina e il glutammato, sono 
amminoacidi; molte altre sono prodotti di decarbos- 
silazione di amminoacidi o loro derivati (spesso defi- 
niti come ammine biogene). Come abbiamo visto 
nel paragrafo 24.4B le catecolammine dopammina, 
noradrenalina e adrenalina sono sintetizzate se- 
quenzialmente dalla tirosina, mentre l’acido 
y-amminobutirrico (GABA), istammina e serotonina 
sono derivati rispettivamente di aspartato, istidina 
e triptofano (Fig. 34.100). Vedrete che molti di questi 
composti sono sostanze attive come ormoni presenti 
nel sangue. Poiché tuttavia il cervello è isolato dalla 
circolazione generale da un sistema di filtrazione se- 
lettiva chiamato barriera emato-encefalica, la pre- 
senza di queste sostanze nel sangue non ha effetto 
diretto sul cervello. L’uso degli stessi composti sia 
come ormoni che come neurotrasmettitori non sem- 
bra avere un significato fisiologico ma, piuttosto, si 
pensa che rifletta l’opportunismo evolutivo di adat- 
tare a nuovi ruoli i sistemi già disponibili. 

L’uso di tecniche di colorazione selettiva ha stabili- 
to che ciascuno dei diversi neurotrasmettitori è usa- 
to in regioni precise e spesso rigorosamente localiz- 
zate del sistema nervoso centrale. I vari neurotra- 
smettitori non sono, ciò nondimeno, semplici equi- 
valenti funzionali dell’acetilcolina. Molti di loro han- 
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Figura 34.100 Una selezione di neurotrasmettitori. 


no ruoli fisiologici distinti. Per esempio, sia GABA 
che glicina sono neurotrasmettitori inibitori piutto- 
sto che eccitatori. I recettori di queste sostanze sono 
canali regolati dal ligande che sono selettivamente 
permeabili a Cl- cosicché la loro apertura tende a 
iperpolarizzare la membrana (rende il suo potenzia- 
le di membrana più negativo) piuttosto che a depola- 
rizzarla. Un neurone inibito in questo modo deve 
quindi essere depolarizzato più intensamente del so- 
lito per poter avviare un potenziale d’azione (notate 
che questi neuroni rispondono a più di un tipo di 
neurotrasmettitore). Si ritiene che l’etanolo, la droga 
psicoattiva più antica e più largamente usata dall’uo- 
mo, agisca inducendo i recettori di GABA nel cervel- 
lo ad aprire i loro canali CI”. 

La natura della risposta di un neurone a un neuro- 
trasmettitore dipende più dalle caratteristiche del re- 
cettore corrispondente che dall’identità del neurotra- 
smettitore. Così, come abbiamo visto, i recettori ni- 
cotinici dell’ACh, che stimolano la contrazione rapi- 
da del muscolo scheletrico, rispondono ad ACh en- 
tro pochi millisecondi depolarizzando la propria 
membrana postsinaptica. Al contrario, il legame di 
ACh ai recettori muscarinici per ACh nel muscolo 
cardiaco inibisce la contrazione muscolare per un pe- 
riodo di parecchi secondi (numerosi battiti cardiaci). 
Questo effetto viene ottenuto per mezzo dell’iperpo- 
larizzazione della membrana postsinaptica tramite 
la chiusura di canali K* altrimenti aperti. I neuro- 
trasmettitori ad azione lenta possono agire inducen- 
do la formazione di un secondo messaggero come 
CAMP. Il cervello, infatti, ha la più alta concentrazio- 
ne di chinasi cAMP-dipendenti di tutto il corpo. Il 
legame delle catecolammine ai loro rispettivi recet- 
tori sui neuroni evidentemente attiva, con la media- 
zione di adenilato ciclasi e CAMP, le proteine chinasi 
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che fosforilano i canali ionici alterando le proprietà 
elettriche dei neuroni. L'effetto ultimo di questo pro- 
cesso può essere sia eccitatorio che inibitorio. Notate 
che le catecolammine hanno meccanismi simili di at- 
tivazione del recettore sia quando funzionano come 
ormoni che come neurotrasmettitori. 


I neuropeptidi sono neurotrasmettitori 


La lista di polipeptidi attivi come ormoni che 
agiscono anche come neurotrasmettitori è lunga e in 
continua crescita. Non è sorprendente, forse, notare 
che sono in questa categoria i peptidi oppiacei 
B-endorfina, met-encefalina e leu-encefalina, così co- 
me i fattori di rilascio ipotalamici TRF, GnRF e soma- 
tostatina. Quello che è meno scontato è che numero- 
sì polipeptidi gastrointestinali compresi gli ormoni 
gastrina, secretina e colecistochinina (CCK) possono 
anche agire come neurotrasmettitori in regioni pre- 
cise del cervello, come fanno gli ormoni ipofisari os- 
sitocina, vasopressirnia e, probabilmente, la proteina 
correlata al gene della calcitonina (CGRP; la cuì tra- 
duzione è descritta nel paragrafo 33.3C). Tali neuro- 
peptidi differiscono dai più semplici neurotrasmet- 
titori per il fatto che sembrano provocare modelli 
di comportamento complessi. Per esempio, l’iniezio- 
ne intracranica di un nanogrammo di vasopressina 
in un ratto aumenta di molto la sua capacità di ap- 
prendere e ricordare nuovi compiti. Analogamente, 
l'iniezione di GnRF in un ratto maschio o femmina 
li induce ad assumere le rispettive posizioni tipiche 
dell’accoppiamento. 

Come funzionano questi neuropeptidi è solo uno dei 
molti enigmi della funzione e organizzazione del cer- 
vello. 
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1828] La coagulazione del sangue 

La coagulazione del sangue procede attraverso una 
doppia cascata di reazioni proteolitiche, che hanno 
come risultato la formazione dei coaguli di fibrina 
intrecciata. La fibrina, che deriva dal fibrinogeno per 
l’escissione proteolitica catalizzata dalla trombina dei 
fibrinopeptidi di questo precursore solubile, si asso- 
cia per formare una rete fibrosa di molecole allunga- 
te e sfalsate di mezza molecola l’una dall’altra. Il coa- 
gulo è in seguito stabilizzato dalla formazione di le- 
gami isopeptidici intermolecolari GIn-Lys con una rea- 
zione catalizzata dal fattore stabilizzante la fibrina 
(FSF 0 XII), a sua volta attivato dalla trombina. 

La trombina, come tutti i fattori proteolitici del siste- 
ma cli coagulazione, è una serina proteasi ed è sintetiz- 
sata come uno zimogeno che viene attivato proteolitica- 
mente dal fattore di Stuart (X,). La trombina, come 
altri fattori del sistema di coagulazione, contiene un 
certo numero di residui di y-carbossiglutammato (Gla) 
la cui sintesi postraduzionale a partire dai residui Glu 
richiede la vitamina K come cofattore. I residui Gla che- 
luno Cal* la cui presenza è indispensabile per Vatti- 
vazione della protrombina insieme con la proaccelerina 
(v.) a sua volta attivata dalla trombina, e con la su- 
perficie di una membrana contenente fosfatidilserina. 
I residui Gla apparentemente funzionano ancorando Xx 
alla membrana per mezzo di ponti Ca°*. 

Il fattore X può essere attivato sia tramite la via 
estrinseca che tramite la via intrinseca. Nella via ine 
trinseca il via alla coagulazione è dato dal sistema 
di contatto, in cui il fattore di Hageman (XII), in pre- 
senza di chininogeno ad alto peso molecolare (HMK), 
viene attivato dall’assorbimento a una superficie ca- 
rica negativamente come il vetro e indotto a digerire 
proteoliticamente la precallicreina a callicreina. La cal- 
licreina, poi, reciprocamente digerisce il fattore XII che; 
in presenza di HMK, attiva proteoliticamente Vante- 
cedente della tromboplastina plasmatica (PTA 0 XI. 
Nelle ultime due fasi della via intrinseca il fattore 
XI, attiva proteoliticamente il fattore di Christmas 
UX) che, a sua volta, attiva proteoliticamente il fatto- 
re X in presenza del fattore antiemofilico (VIII, atti- 
vato dalla trombina. Queste ultime due reazioni de- 
vono entrambe avere luogo sulla superficie di una 
membrana fosfolipidica in presenza di Ca**. La via 
estrinseca inizia con l’attivazione proteolitica della 
proconvertina (VII) ad opera del fattore XII, o della 
trombina. Il fattore VIL, a sua volta, media l’atti- 
vazione del fattore X in presenza di Ca**, membra- 
ne fosfolipidiche e fattore tissutale (III), una glicopro- 
teina di rmembrana presente in molti tessuti. 


La formazione del coagulo è inibita da numerosi 
meccanismi fisiologici, compresa la inattivazione di 
tutte le proteasi del sistema di coagulazione tranne 
VII: dal legame con antitrombina III La presenza di 
eparina, un componente di molti tessuti, stimola gran- 
demente questa reazione. Analogamente, la proteina 
C, attivata dalla trombina, inattiva proteoliticamen- 
te i fattori V e VIII La trombina, a sua volta, viene 
attivata ad attivare la proteina C dal legame con la 
proteina della superficie cellulare trombomodulina. 
Una volta che la guarigione della ferita è avviata, 
i coaguli vengono smantellati dalla serina proteasi 
plasmina, con un processo chiamato fibrinolisi. La 
plasmina si forma per proteolisi del plasminogeno ad 
opera di numerose serina proteasi, principalmente uro- 
chinasi e attivatore tissutale del plasminogeno (t-PA). 
Questo processo è limitato dall’inibizione della pla- 
smina ad opera della az-antiplasmina. 


L’immunità 

La risposta immunitaria, che è conferita dai linfociti 
in associazione con i tessuti linfoidi quali il timo e 
i linfonodi, è il risultato dell’immunità umorale e del- 
immunità cellulare. L’immunità cellulare, che difende 
contro parassiti, cellule infettate da virus, cancro e 
tessuti estranei, è mediata dalle cellule T, mentre l’im- 
munità umorale, che è più efficace contro infezioni 
batteriche e virus extracellulari, è mediata dugli an- 
ticorpi prodotti dalle cellule B. Una cellula T è selezio- 
nata per la proliferazione se il suo recettore lega si- 
multuneamente un antigene estraneo e le proteine 
MHC di classe I dell'ospite. Alcune cellule della proge- 
nie, le cellule T citotossiche, si legano alle cellule che 
portano l’antigene e le uccidono inserendo nella loro 
membrana cellulare delle proteine che formano pori. 
Una cellula B che esibisce un anticorpo che si lega 
ad un antigene estraneo viene selezionata per la pro- 
liferazione in modo analogo, e la sua progenie pla- 
smacellulare secerne una gran quantità di quell’anti- 
corpo. Il sistema immunitario deve quindi essere tol- 
lerante verso le molecole del proprio organismo; l’in- 
capacità a prevenire la proliferazione di cellule T e 
di cellule B che montano anticorpi contro auto-antigeni 
sfocia in malattie immunitarie. 

Gli anticorpi (immunoglobuline) sono glicoproteine 
costituite da due catene leggere identiche (L) e da due 
catene pesanti identiche (H) che, a loro volta, hanno 
una regione costante (C) e una regione variabile (V). 
Le cinque classi dli immunoglobuline secrete, IgA, IgD, 
IgE, IGG e IgM, hanno funzioni fisiologiche differenti 
e variano solo nell’identità delle loro catene H, le cui 
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differenze sono a carico principalmente dei frammenti 
Fc degli anticorpi. La catena L in tutte queste immu- 
noglobuline è o x o \. I due identici segmenti Fab di 
una immunoglobulina, che consistono ciascuno di un 
dominio C e di un dominio V sia nella catena H che 
nella L, contengono il sito anticorpale di legame con 
l’antigene. La specificità del legame con l’antigene di 
una immunoglobulina è in gran parte dipendente dalle 
sequenze dei segmenti ipervariabili di entrambe le sue 
catene H e L che delimitano il suo sito legante l’anti- 
gene. L’analisi ai raggi X mostra che le catene L e 
H sono ripiegate, rispettivamente, in due e quattro 
domini che hanno ciascuno la caratteristica struttu- 
ra ripiegata delle immunoglobuline. 

Il sistema immunitario genera una varietà virtual- 
mente illimitata di siti di legame con Vantigene sia 
tramite la ricombinazione somatica che tramite la 
mutazione somatica. La catena leggera x è codificata 
da quattro esoni noti come i segmenti segnale (leader, 
L,), variabile (V,), giunzionale (joining, ],) e costante 
(G.). Durante il differenziamento delle cellule B una 
delle circa 300 unità L,+V, contenute nel genoma 
embrionale umano si ricombina somaticamente con 
uno cdlei cinque segmenti ], genomici. Quindi, in gene- 
razioni cellulari successive, unità L,-VyJ, che ne ri- 
sulta viene trascritta e selettivamente congiunta al 
singolo segmento genomico C,, generando lmRNA 
della catena x. Il punito di giunzione Vi] in questo 
processo di ricombinazione non è definito precisamen- 
te, con conseguente ulteriore variabilità della catena 
x. I geni delle catene pesanti sono assemblati in modo 
analogo, ma, in aggiunta, hanno un segmento D tra 
i loro segmenti Vy e Ju che conduce ad una diversità 
ancora più grande per le catene pesanti. La mutazio- 
ne somatica aggiunge un ulteriore grado di diversità: 
dei nucleotidi possono essere aggiunti a caso alle giun- 
zioni Vi /D e Dir ad opera della deossinucleotidil 
transferasi terminale e, in più, sia la catena pesante 
che la catena leggera sono soggette, nei progenitori 
delle cellule B, a ipermutazione somatica. Le cellule 
B esprimono solo un allele per la catena pesante e 
uno per la leggera, un fenomeno chiamato esclusione 
allelica, garantendo quindi che ogni cellula esprima 
solo una specie di immunoglobulina. Durante il diffe- 
renziamento la cellula B passa dalla sintesi di IgM 
di membrana, la cui catena pesante ha una coda idro- 
fobica transmembrana, alla sintesi di IgM secretorie 
dotate della stessa specificità antigenica ma prive di 
questo polipeptide C-terminale. Questo passaggio si 
attua tramite la selezione del sito di poliadenilazione 
alternativo localizzato prima o di quello localizzato 
dopo gli esoni che specificano la coda transmembra- 
na. Anche la progenie delle cellule B passa progressi 
vamente dalla sintesi di IgM a quella di altre classi 


di immunoglobuline, con un processo noto come pas- 
saggio di classe che avviene per mezzo di splicing se- 
lettivo oppure di ricombinazione somatica, che porta 
all’espressione di segmenti Cy alternativi. 

I recettori delle cellule T assomigliano alle immuno- 
globuline per il fatto di essere formati da una catena 
a e una 8 che hanno domini variabili e costanti, ognu- 
no dei quali si ripiega secondo la struttura ripiegata 
tipica delle immunoglobuline. La diversità dei recet- 
tori delle cellule T è generata per selezione somatica 
di diverse regioni V, J e, per la catena a, D. 

Il complesso di istocompatibilità maggiore codifica 
un gruppo di proteine di membrana altamente poli- 
morfiche che funzionano come marcatori di identità 
tra membri della stessa specie (proteine MHC di clas- 
se 1) e differenziano le cellule del sistema immunita- 
rio da altre cellule dell’organismo (proteine MHC di 
classe II). Le proteine MHC hanno domini che assomi- 
gliano strutturalmente a quelli delle immunoglobuli- 
ne e dei recettori delle cellule T, e si può quindi dire 
che i geni che codificano tutte queste proteine forma- 
no una superfamiglia di geni. Un frammento poli- 
peptidico dell’antigene rimaneggiato è presentato ai 
recettori delle cellule T sotto forma di complesso con 
le proteine MHC di Classe I, alloggiato nel solco for- 
mato dai domini a; e a» delle proteine MHC di Clas- 
se I. Si ritiene che il polimorfismo dei geni MHC serva 
a far fronte alla evoluzione da parte di agenti pato- 
geni di antigeni che abbiano una scarsa interazione 
con una particolare proteina MHC durante il proces- 
so di riconoscimento dell’antigene. 

Il sistema del complemento difende dall’invasione 
dli agenti estranei uccidendo le cellule estranee median- 
te la fissazione del complemento, inducendo la fagoci- 
tosi di particelle estranee (opsonizzazione), e scate- 
nando reazioni infiammatorie acute locali. Il sistema 
del complemento è formato da circa 20 proteine che 
interagiscono tra loro nella via classica, dipendente 
dagli anticorpi, e nella via alternativa, anticorpi- 
indipendente. La via classica è formata da tre com- 
plessi proteici attivati sequenzialmente: l’unità di ri- 
conoscimento, che si assembla sul complesso antigene- 
anticorpo della membrana cellulare; l’unità di atti- 
vazione, che amplifica il processo di riconoscimento 
mediante una cascata proteolitica che comprende una 
serie di serina proteasi; e il complesso di attacco alla 
membrana (MAC), che punge la membrana cellulare 
della cellula «segnalata» dagli anticorpi determinan- 
done la morte per lisi. Anche la via alternativa, il 
cui ruolo sembra essere quello di difendere dall’inva- 
sione da parte di microorganismi prima che venga 
sviluppata una adeguata risposta immunitaria, por- 
ta all’assemblaggio di MAC, ma attraverso una serie 
di reazioni che sono attivate dalla presenza di deter- 
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minati polimeri sintetizzati dai batteri, di batteri in- 
teri, e di cellule ospiti che siano infettate da determi- 
nati virus. Il sistema del complemento è rigorosamen- 
te regolato mediante l’instabilità strutturale di certe 
proteine del complemento attivate, mediante la de- 
gradazione di componenti del complemento ad opera 
di proteasi specifiche come la proteina legante C4b, 
e mediante il sequestro di componenti del complemento 
determinato dal legame specifico con proteine come 
l’inibitore di C1 e la proteina S. 


La motilità 


Le fibre del muscolo scheletrico sono formate da mio- 
fibrille a bande che sono a loro volta costituite di fila- 
menti spessi e filamenti sottili interdigitati. I filamenti 
spessi sono composti quasi interamente di miosina, 
una proteina dimerica con due teste globulari e un 
segmento a bastoncino allungato formato da due a- 
eliche superavvolte. Le molecole di miosina si aggre- 
gano per le loro estremità in un arrangiamento rego- 
lare a scaglioni formando il filamento spesso bipola- 
re. I filamenti sottili consistono principalmente di ac- 
tina, una proteina globulare (actina-G) che polimeriz- 
za per formare un filamento a doppia elica destrorsa 
(actina-F) in cui ogni unità monomerica è in grado 
di legare una singola testa di miosina. Il filamento 
sottile contiene anche altre due proteine, la tropomio- 
sina e la troponina. La tropomiosina è una proteina 
eterodimerica che consiste principalmente di due a- 
eliche intrecciate che si avvolgono intorno al solco del- 
l’elica di actina-F. La troponina è formata da tre sub- 
unità: TnC, un omologo della calmodulina che lega 
Ca**; TnI, che lega l’actina; e TnT, che lega la tropo- 
miosina. Il complesso troponina-tropomiosina regola 
la contrazione muscolare variando l’accesso delle te- 
ste di miosina ai loro siti di legame con l’actina in 
risposta alla concentrazione di Ca?*. 

Studi strutturali indicano che durante la contrazio- 
ne muscolare i filamenti spesso e sottile scorrono l’u- 
no sull’altro. La tensione viene generata attraverso 
un ciclo di reazioni in quattro parti: (1) il legame di 
ATP a una testa di miosina di un filamento spesso 
ne determina la dissociazione da una unità monome- 
rica di actina di un filamento sottile adiacente; (2) 
l’idrolisi, catalizzata dalla niiosina, di ATP a 
ADP+P; «drizza» la conformazione della testa di mio- 
sina facendole assumere un orientamento quasi per- 
pendicolare al filamento spesso; (3) in seguito allo sti- 
molo alla contrazione il complesso testa di miosina- 
ADP-P; si attacca a una unità di actina adiacente; 
(4) l’interazione actina-miosina induce, in quello che 
è l’impulso di forza del ciclo, il rilascio sequenziale 
di P; e ADP con il concomitante ritorno della miosi- 
na alla sua conformazione inclinata, trascinando co- 
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sì il filamento spesso lungo il filamento sottile. La 
ripetizione di tali cicli fa «camminare» le teste di mio- 
sina lungo il filamento sottile adiacente, con conse- 
guente sviluppo della contrazione muscolare. 

La contrazione muscolare è avviata da un aumento 
della concentrazione di Ca?*. Ca?* si lega alla sub- 
unità TnC della troponina e ne determina un cambia- 
mento conformazionale che spinge la tropomiosina ad 
affondare ancora di più nel solco del filamento sottile; 
questo provoca l’esposizione sull’actina di siti leganti 
le teste di miosina e l’avvio quindi della contrazione 
muscolare. Ca?* viene rilasciato dal reticolo sarcopla- 
smatico (SR) in risposta all’impulso nervoso che rende 
le membrane SR permeabili a Ca?*. La concentrazio- 
ne citoplasmatica di Ca** è altrimenti mantenuta a 
livelli molto bassi per azione di Ca?*-ATPasi della 
membrana SR che pompano Ca** dentro SR, deter- 
minando così la contrazione muscolare. 

Il muscolo liscio, che è responsabile delle contrazio- 
ni involontarie e durature, è privo del bandeggio del 
muscolo scheletrico. Le sue teste di miosina interagi- 
scono con l’actina quando una delle loro catene legge- 
re è fosforilata a uno specifico residuo Ser. La contra- 
zione del muscolo liscio è ciò non di meno avviata 
da Ca** poiché la chinasi delle catene leggere della 
miosina, l’enzima che catalizza la fosforilazione del- 
le catene leggere della miosina, è attiva solo quando 
è associata con Ca**-calmodulina. La fosfatasi delle 
catene leggere della miosina idrolizza il gruppo fosfa- 
to che attiva la miosina di modo che, in assenza di 
chinasi delle catene leggere in forma attiva, si ha il 
rilassamento del muscolo liscio. Gli impulsi nervosi 
aumentano la permeabilità della membrana cellula- 
re del muscolo liscio al Ca?*, che agisce come un se- 
condo messaggero intracellulare nello stimolare la con- 
trazione del muscolo liscio. I muscoli lisci rispondono 
anche a ormoni come l’adrenalina attraverso la me- 
diazione di cAMP, la cui presenza attiva una protei- 
na chinasi a fosforilare le catene leggere della miosina. 

Actina e miosina sono importanti componenti an- 

che di cellule non muscolari, dove hanno un ruolo sia 
strutturale che funzionale. L’actina non muscolare 
è generalmente in uno stato di equilibrio tra la sua 
forma monomerica actina-G e i microfilamenti poli- 
merici di actina-F. L’assemblaggio e il disassemblag- 
gio dei microfilamenti, come per esempio avviene per 
l’influenza della presenza di proteine che legano l’ac- 
tina come la profilina, ha un ruolo importante nella 
motilità cellulare. Anche la miosina non muscolare 
forma filamenti spessi che, in associazione con i mi- 
crofilamenti, partecipano ai processi contrattili intra- 
cellulari quali il restringimento dell’anello contrattile 
durante la divisione cellulare. 

Il movimento ciliare è un fenomeno a carico dei mi- 
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crotubuli. I microtubuli sono formati dalla proteina 
tubulina, un dimero af, che polimerizza con la con- 
comitante idrolisi di GTP. Nelle ciglia e nei flagelli de- 
gli eucarioti i microtubuli sono arrangiati in una se- 
rie di 9+2 in cui 9 microtubuli doppi circondano 2 
microtubuli singoli, in un insieme che è legato da tre 
tipi di proteine. Le sottofibre A delle fibre più esterne 
portano ciascuna due braccia di dineina che «cammi- 
nano» lungo le adiacenti sottofibre B, con un processo 
alimentato da ATP. Tuttavia i legami tra fibre adia- 
centi impediscono a queste fibre di scorrere l’una sul- 
l’altra; le ciglia, piuttosto, si piegano, cosa che spiega 
il loro movimento «a remo». Le dineine e la chinesina 
del citoplasma dirigono in senso opposto il trasporto 
delle vescicole lungo i binari rappresentati dai micro- 
tubuli. 

I flagelli dei batteri, che sono responsabili della pro- 
pulsione batterica, sono completamente diversi dai fla- 
gelli degli eucarioti. I flagelli dei batteri consistono 
di un filamento di flagellina, di un ùncino flagellare 
fatto di «proteina dell’uncino», e di un complesso cor- 
po basale che è alloggiato dentro la membrana cito- 
plasmatica del batterio. Il corpo basale è un vero mo- 
tore rotante. Il filamento flagellare e l’uncino sono, 
così, elementi passivi che, come in un propulsore, con- 
vertono il movimento rotatorio del corpo basale in 


una spinta lineare. Il movimento rotatorio del corpo, 


basale è alimentato direttamente dallo scarico del gra- 
diente elettrochimico di protoni generato metabolica- 
mente attraverso la membrana citoplasmatica. 


Comunicazioni biochimiche 

I messaggeri chimici vengono classificati in ormoni 
autocrini, paracrini, o endocrini a seconda che agi- 
scano sulla stessa cellula che li ha secreti, su cellule 
ad essa vicine oppure su cellule distanti. Il nostro cor- 
po possiede un complesso sistema endocrino che con- 
trolla molti aspetti del suo metabolismo. Le cellule 
delle isole pancreatiche secernono insulina e glucago- 
ne, ormoni polipeptidici che inducono l’accumulo o il 
rilascio di glucosio e di grassi rispettivamente da par- 
te del fegato e del tessuto adiposo. Gli ormoni poli- 
peptidici gastrointestinali coordinano vari aspetti della 
digestione. Gli ormoni tiroidei, T3 e Ty, sono derivati 
iodati di amminoacidi che generalmente stimolano il 
metabolismo attivando dei fattori di trascrizione cel- 
lulari. Il metabolismo di Ca** è regolato dai livelli 
di PTH, vitamina D e calcitonina. PTH e vitamina D 
inducono un aumento della concentrazione ematica 
di Ca?+ stimolando il rilascio di Ca** dall’osso e il 
suo assorbimento da parte di rene e intestino, mentre 
la calcitonina ha l’effetto opposto. La vitamina D è 
un derivato steroideo che deve essere introdotto con 
l'alimentazione 0 sintetizzato mediante esposizione 


x 


alla radiazione UV. La vitamina D, dopo aver subìto 
in fegato e rene un processo sequenziale che la porta 
a 1,25(0H):D, stimola la sintesi di una proteina le- 
gante Ca?* nell’epitelio intestinale. La midollare del 
surrene secerne le catecolammine adrenalina e nora- 
drenalina, che si legano agli adrenorecettori a e B di 
una grande varietà di cellule così da preparare il cor- 
po per la reazione di «combatti o scappa». La cortica- 
le del surrene secerne steroidi glucocorticoidi e mine- 
ralcorticoidi. I glucocorticoidi influenzano il metabo- 
lismo in modo opposto a quello dell’insulina, oltre a 
mediare una grande varietà di altre funzioni vitali. 
I mineralcorticoidi regolano l’escrezione di sale e di 
acqua da parte del rene. Le gonadi secernono gli or- 
moni steroidei sessuali, gli androgeni (ormoni maschili) 
e gli estrogeni (ormoni femminili), che regolano il dif 
ferenziamento sessuale, lo sviluppo delle caratteristi- 
che sessuali secondarie e i modelli di comportamento 
sessuale. Le ovaie, in aggiunta, secernono progestini- 


. ci, che intervengono nel ciclo mestruale e nella gravi- 


danza. 

L’ipotalamo secerne una serie di fattori di rilascio 
polipeptidici e di fattori di inibizione del rilascio co- 
me CRF, TRE, GnRF e somatostatina, che controllano 
la secrezione dei corrispondenti ormoni trofici dall’a- 
denoipofisi. La maggior parte di questi ormoni trofi- 
ci, come ACTH, TSH, LH e FSH, stimolano le loro ghian- 
dole endocrine bersaglio a secernere gli ormoni corri- 
spondenti. L’ormone della crescita agisce direttamen- 
te sui tessuti e stimola il fegato a sintetizzare i fatto- 
ri di crescita noti come somatomedine. Il ciclo mestrua- 
le è il risultato di un complesso gioco di ormoni ipota- 
lamici, adenoipofisari e steroidi sessuali. L’adenoipo- 
fisi secerne anche peptidi oppiacei che hanno sul si- 
stema nervoso centrale effetti simili all’oppio. La neu- 
roipofisi isecerne i polipeptidi vasopressina, che sti- 
mola il rene a trattenere acqua, e ossitocina, che sti- 
mola le contrazioni uterine. 

I recettori sono proteine di membrana che legano 
il loro ligande secondo le leggi dell’azione di massa. 
I parametri che descrivono il legame di un ligande 
radiomarcato al suo recettore possono essere deter- 
minati da una curva di Scatchard. Le costanti di dis- 
sociazione di altri ligandi per lo stesso sito di legame 
del recettore possono essere determinate mediante stu- 
di di competizione di legame. Gli effetti intracellulari 
della maggior parte degli ormoni polipeptidici e delle 
catecolammine sono mediati da secondi messaggeri 
come cAMP. Il legame dell’ormone a certi recettori sti- 
molatori attiva la subunità Gsy di una proteina G 
stimolatoria a rimpiazzare il suo GDP con un GTP, 
rilasciare le subunità GgG, ad essa associate e atti- 
vare la adenilato ciclasi a sintetizzare cAMP. L’atti- 
vazione continua fino a che Gy idrolizza spontanea- 
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mente il suo GTP a GDP e si ricombina con GgG,.. Di- 
versi tipi di recettori ormonali attivati possono sti- 
molare in una cellula la stessa proteina Gs. Esistono 
anche proteine G inibitorie che hanno le stesse subu- 
nità Gg e G, di Gy, ma hanno una subunità Gig ini 
bitoria che inattiva la adenilato ciclasi. La tossina 
colerica induce produzione incontrollata di cAMP per 
mezzo di una ADP-ribosilazione di Gsy che la rende 
incapace di idrolizzare GTP. PIP:, un componente fo- 
sfolipidico minoritario del foglietto più interno della 
membrana cellulare, può originare fino a tre tipi di 
secondo messaggero. Le interazioni agonista-recettore 
stimolano, tramite una proteina G, la fosfolipasi C 
a idrolizzare PIP. a IP3 e DG. IP stimola il rilascio 
di Ca** dal reticolo endoplasmatico che attiva, in se- 
guito al legame con la calmodulina, un gran numero 
di processi cellulari. Il DG legato alla membrana atti- 
va la proteina chinasi C a fosforilare numerose pro- 
teine cellulari. DG può anche essere degradato ad ara- 
chidonato, un intermedio obbligato della sintesi di pro- 
staglandine e composti ad esse correlati. 

Gli impulsi nervosi vengono trasmessi elettricamente 
lungo un neurone e, nella maggior parte dei casi, chi- 
micamente tra diversi neuroni e tra neuroni e cellule 
muscolari o ghiandolari. I neuroni, come fanno la 
maggior parte delle cellule, pompano attivamente K* 
all'interno e Na* all'esterno della cellula, in modo 
da generare un potenziale di membrana di circa — 60 
mv. Un impulso nervoso consiste di un'onda di depo- 
larizzazione di membrana transitoria, chiamata po- 
tenziale lazione, che corre lungo un assone. Un po- 
tenziale d'azione inizia con Vapertura di canali trans- 
membrana sensibili al voltaggio specifici per Na* se- 
guita, una frazione di millisecondo più tardi, dallÈYa- 
pertura di canali sensibili al voltaggio specifici per 
K® e dalla chiusura dei canali Na*. Come conseguen- 
za, il potenziale di membrana aumenta dal suo po- 
tenziale di riposo a +30 mV in una frazione di milli- 


secondo e quindi, quasi altrettanto rapidamente, scene, 


de oltre il livello del potenziale di riposo al potenziale 
di membrana di equilibrio per K*. Siccome i canali 
K* si chiudono nei pochi millisecondi successivi, il 
potenziale di riposo viene ripristinato. Il potenziale 
d'azione è scatenato dalla depolarizzazione della 
membrana adiacente, cosicché un impulso nervoso è 
un fenomeno che si autoamplifica mantenendo la stes- 
sa intensità per tutta la lunghezza di un assone. Il 
canale Na* sensibile al voltaggio è il bersaglio di 
molte potenti neurotossine compresa la tetrodotossi- 
na, che blocca il canale, e la batracotossina, che lo 
blocca aperto. L’impulso nervoso in neuroni mieliniz- 
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zati è trasmesso mediante conduzione saltatoria, in 
cui l'impulso è rapidamente trasmesso da correnti io- 
niche attraverso i segmenti mielinizzati (isolati elet- 
tricamente) dell’assone, ed è rinnovato dalla genera- 
zione di un potenziale di azione ai nodi di Ranvier, 
non mielinizzati, che presentano una alta concentra- 
zione di canali Na*. 

Gli impulsi nervosi sono trasmessi chimicamente at- 
traverso la maggior parte delle sinapsi tramite il ri- 
lascio di neurotrasmettitori. L’acetilcolina (ACR), il 
neurotrasmettitore meglio caratterizzato, è impacchet- 
tata in vescicole sinaptiche che sono rilasciate per eso- 
citosi nella fessura sinaptica. Questo processo è scate- 
nato da un aumento della concentrazione citoplasma- 
tica di Ca**, che risulta dall’apertura di canali Ca?* 
sensibili al voltaggio in seguito all’arrivo di un poten- 
ziale d’azione. ACh diffonde attraverso la fessura si- 
naptica dove si lega al recettore per ACh, un canale 
ionico transmembrana che si apre in risposta al lega- 
me con ACh. Il conseguente flusso di Na+ all’interno 
e di K* all’esterno della cellula postsinaptica depo- 
larizza la membrana postsinaptica che, se è stato ri- 
lasciato abbastanza neurotrasmettitore, sviluppa un 
potenziale d'azione postsinaptico. Il recettore di ACh 
è il bersaglio di numerose neurotossine letali compre- 
se la istrionicatossina, la d-tubocurarina e la cobra- 
tossina, che si legano tutte al recettore di ACh impe- 
dendone l'apertura. ACh viene rapidamente degrada- 
ta, prima del possibile arrivo di un nuovo impulso 
nervoso, per azione della acetilcolina esterasi. I gas 
nervini e la succinilcolina inibiscono la acetilcolina este- 
rasi e quindi bloccano la trasmissione dell'impulso 
nervoso alle sinapsi colinergiche. Molte regioni speci- 


fiche del sistema nervoso utilizzano neurotrasmetti- 


tori diversi da ACh. La maggior parte di questi neu- 
rotrasmettitori sono amminoacidi come la glicina e 
il glutammato, 0 loro prodotti di decarbossilazione 
e derivati, comprese le catecolammine, il GABA, l’i- 
stammina e la serotonina. Molti di questi composti 
sono anche attivi come ormoni, ma sono esclusi dal 
cervello ad opera della barriera emato-encefalica. Seb- 
bene molti neurotrasmettitori, come ACh per esem- 
pio, siano eccitatori, ne esistono anche di inibitori. 
Questi ultimi agiscono iperpolarizzando la membra- 
na postsinaptica in modo che essa debba essere depo- 
larizzata molto più del solito per poter avviare un 
potenziale d’azione. C'è anche un elenco in continua 
crescita di neurotrasmettitori polipeptidici, di cui molti 
sono anche ormoni polipeptidici. Questi polipeptidi ap- 
parentemente stimolano schemi di comportamento 
complessi. 
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C'è solo un sintomo noto, nell’uomo, di carenza di 
vitamina K. Qual è? 


Per conservare il sangue intero se ne impedisce la 
coagulazione mescolandolo con citrato. Qual è la fun- 
zione del citrato? 


Campioni di sangue prelevati da pazienti affetti da 
emofilia A o da emofilia B mostrano scarsa tendenza 
a coagulare. Eppure, quando questi due tipi di san- 
gue vengono mescolati, la miscela risultante mostra 
proprietà coagulanti quasi normali. Spiegate questo 
fenomeno. 


Spiegate perché le seguenti miscele non formano un 
precipitato. (a) Un frammento Fab con il suo antige- 
ne corrispondente. (b) Un aptene con gli anticorpi 
prodotti contro di esso. (c) Un antigene e l’anticorpo 
corrispondente quando uno dei due componenti sia 
in largo eccesso. % 


Perché gli anticorpi prodotti contro una proteina na- 
tiva raramente si legano alla stessa proteina denatu- 
rata? 


Spiegate perché: (a) Anticorpi anti-anticorpi che ri- 
conoscono un determinato enzima sono a volte in 
grado di legare specificamente il substrato dell’enzi- 
ma. (b) Anticorpi contro uno stato di transizione ana- 
logo di una particolare reazione a volte sono in gra- 
do di catalizzare quella reazione (tali anticorpi sono 
stati chiamati «abzwmes», anticorpo-enzima). 


. Sebbene solo lo 0,1% delle cellule T di un individuo 


risponderanno a un dato antigene, fino al 10% di lo- 
ro risponde alle proteine MHC di un altro individuo. 
Suggerite le ragioni alla base di questa osservazione. 


L'iniezione di componenti della parete batterica in 
un animale può scatenare molti dei sintomi provoca- 
ti da una infezione, comprese febbre e infiammazio- 
ne. Spiegate come sono provocati questi sintomi. 


Quando reggete un peso con un braccio disteso lun- 
go il corpo, non fate alcun lavoro in senso termodi- 
namico ma i muscoli che sostengono il peso stanno 
comunque consumando energia. Descrivete, a livel 
lo molecolare, come possono i muscoli mantenere que- 
sto stato di tensione costante senza contrarsi. Perché 
c'è consumo di ATP in questo stato? 


Quando viene privato di ATP il muscolo assume uno 
stato rigido e inestensibile, chiamato rigor (da rigor 
mortis, l’irrigidimento del corpo dopo la morte). Qual 
è la base molecolare del rigor? 


41. In cellule non muscolari la tropomiosina è associata 
con microfilamenti che hanno una funzione struttu- 
rale ma non con quelli che partecipano ai processi 


contrattili. Date una spiegazione razionale a questa 
osservazione. 


12. Spiegate perché il trattamento di cellule con colchici- 
na provoca la scomparsa dei microtubuli già esisten- 
ti, anche se la colchicina non causa dissociazione dei 
microtubuli in vitro. 


13. Spiegate le seguenti osservazioni: (a) Ratti tiroidecto- 
mizzati sopravvivono 20 giorni alla mancanza di ci- 
bo, mentre ratti normali muoiono di fame in 7 gior- 
ni. (b) La sindrome di Cushing, che origina da una 
eccessiva secrezione di steroidi surrenali, può essere 
causata da un tumore della ghiandola pituitaria. (c) 
Il diabete insipido, che è caratterizzato da una min- 
zione incessante e da una sete inestinguibile, origina 
da un danno della ghiandola pituitaria.-(d) La cresci- 
ta di tumori maligni originati dagli organi sessuali 
può essere rallentata o anche invertita dalla rimozio- 
ne chirurgica delle gonadi e delle ghiandole surrenali. 


14. Come può la presenza dell'analogo non idrolizzabile 
del GTP guanililimido difosfato 


i î 
| 
GMESAORI E or 
0° O 


Guanililimido difosfato 


influenzare i sistemi recettoriali dipendenti da cAMP? 


15. Qual è il potenziale di riposo di una membrana asso- 
nica a 25 °C (a) in presenza di tetrodotossina o (5) 
con una alta concentrazione di Cs* dentro l’assone 
(usate i dati della Tabella 34.6)? Come fanno queste 
sostanze a influenzare il potenziale d’azione dell’as- 
sone? 


16. Perché gli impulsi nervosi non si propagano nella 
direzione inversa? 


17. Lo ione decametonio è un miorilassante sintetico. 


+ + 
(H30)3aN—(CHo) 10 7N(CH3)g3 


Decametonio 


Qual è il suo meccanismo di azione? 
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Introduzione 


Questo è il secondo Supplemento annuale al testo. 
In questo anno la letteratura biochimica ha continuato 
la sua crescita e sono nate alcune nuove riviste di 
particolare interesse. È quindi sempre più importan- 
te per lo studente (e per l’insegnante) seguire la let- 
teratura. Questo Supplemento a Biochimica può esse- 
re utilizzato anche per questo scopo. 

Il supplemento contiene le novità del 1992 suddivi- 
se nelle varie parti del testo in cui meglio si adatta- 
no. Poiché le limitazioni dello spazio a disposizione 
non consentono molto di più di una breve discussio- 
ne dei vari argomenti, il lettore interessato potrà, in 
ogni caso, avvalersi delle voci bibliografiche perti- 
nenti riportate alla fine di ogni capitolo. Le voci bi- 
bliografiche che non sono precedute da discussione 
o poste sotto la scritta «Bibliografia aggiuntiva» forni. 
scono una copertura dell'argomento in esame, ma 
non sono trattate nel Supplemento. La letteratura 
scientifica riportata in questo aggiornamento del te- 
sto riguarda il periodo che va da metà circa del 1991 
fino alla metà del 1992. La letteratura biochimica de- 
gli anni precedenti è già inserita nel testo. 

In vista di altri Supplementi o di una nuova edizio- 
ne del testo, saremo particolarmente grati a coloro 
che vorranno darci suggerimenti su quale materiale 
deve essere aggiunto, che cosa deve essere tolto e 
che cosa deve essere riorganizzato. Potete indirizza- 
re i vostri commenti a Nedah Rose, Chemistry edi- 
tor, John Wiley & Son, Inc., 605 Third Avenue, New 
York, NY 10058, U.S.A. 


Donald Voet Judit G. Voet 
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CAPITOLO 5 
Tecniche per la purificazione delle proteine 


BIBLIOGRAFIA 
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gradients: Analytical and preparative use», Methods, 3, 
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Strutture covalenti delle proteine 


1. DETERMINAZIONE DELLA STRUTTURA 
PRIMARIA 
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1. STRUTTURA SECONDARIA 
BIBLIOGRAFIA 


TonroLo, C. e BENEDETTI, E., (1991), «The polipeptide 
310— helix», Trends Biochem. Sci., 16, pp. 350-353. 


2. PROTEINE FIBROSE 
A. a-cheratina, un'elica nelle eliche 
Difetti di cheratina 


Le cheratine sono le principali proteine strutturali 
della pelle. I mammiferi possiedono circa trenta va- 
rianti di cheratina, espresse in maniera tessuto- 
specifica e classificate come famiglie di proteine rela- 
tivamente acide (tipo I) e relativamente basiche (tipo 
Il). I filamenti di cheratina devono contenere almeno 
un membro di ogni tipo. 

La malattia ereditaria epidermolisi bullosa sem- 
plice (EBS) è caratterizzata dalla presenza di bolle 
sulla pelle che derivano dalla rottura delle cellule epi- 
dermiche basali determinata da stress meccanici che 
di solito sono innocui. Le variazioni sintomatiche di 
questa condizione patologica spaziano da forme gra- 
vemente invalidanti, in particolare nella prima gio- 
vinezza, a forme appena accennate. Studi condotti 
su famiglie affette da EBS hanno rivelato che posso- 
no essere presenti anomalie nella sequenza sia della 
cheratina 15 che della cheratina 5, il tipo predomi- 
nante delle cheratine I e II nelle cellule della pelle. 
Questi difetti interferiscono evidentemente con la for- 
mazione dei normali filamenti, dimostrando di con- 
seguenza la funzione del citoscheletro di cheratina 
nel mantenere l’integrità meccanica della cellula. 


BIBLIOGRAFIA 


BoNIFAS, J.M., ROTHMAN, A.L. e EPSTEIN, E.H., Jr., (1991), 
«Epidermolysis bullosa simplex: Evidence in two fami- 
lies for keratin gene abnormalities», Science, 254, pp. 
1202-1205. 

EPSTEIN, E.H., Jr., (1992), «Molecular genetics of epidermo- 
lysis bullos», Science, 256, pp. 799-804. 

LANE, E.B., RucG, E.L., NAVSARIA, H., LEIGH, I.M., HEAGER- 
TY, A.H.M., ISHIDA-YAMAMOTO, A., e EADY, R.AJ., (1992), 
«A mutation in the conserved hlix termination peptide 
of keratin in hereditary skin blistering», Nature, 356, 
pp. 244-246. 


C. Collageno, una fune a tripla elica 


La sindrome di Marfan è determinata 
da difetti nella fibrillina 


La sindrome di Marfan, una malattia autosomica do- 
minante del tessuto connettivo, è caratterizzata da 
deformità scheletriche, come membra e dita lunghe 
e sottili, e da anomalie cardiovascolari in particolare 
aneurismi aortici, che spesso portano ad una morte 
prematura. Anche se, come è stato riportato nel te- 
sto, la malattia di Marfan era considerata originaria- 
mente una patologia a carico del collageno, studi re- 
centi di genetica molecolare hanno dimostrato che 
questa condizione è causata da difetti nella fibrilli- 
na, una glicoproteina con una massa molecolare di 
35 kD scoperta di recente e facente parte delle miofi- 
brille elastiche che compongono il tessuto connettivo. 


BIBLIOGRAFIA 


Lee, B. et al., (1991), «Linkage of Marfan syndrome and 
a phenotypically related disorder to two different fi- 
brillin genes», Nature, 352, p. 330. 

DIeTz, H.C., et al., (1991), «Marfan syndrome caused by a 
recurrent de novo missense mutation in the fibrillin ge- 
ne», Nature, 352, p. 337. 


Bibliografia aggiuntiva 
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ces and the effects of mutations that disrupt the zip- 
per», Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 20, pp. 
137-152. 

ProckoP, DJ., (1992), «Mutations in collagen genes as a cau- 
se of connettive-tissue diseases», New Engl. J. Med., 336, 
pp. 540-546, 
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3. PROTEINE GLOBULARI 


BIBLIOGRAFIA 


BRANDEN, C. e Tooze, J., (1991), Introduction to protein 
structure, Garland. 
Un libro ben illustrato che tratta aspetti generali e spe- 
cifici della struttura e funzione delle proteine. 

CLORE, M.G. e GRONENBORN, A.M., (1991), «Structures of lar- 
ger proteins in solution: Three- and four-dimensional 
heteronuclear NMR spectroscopy», Science, 252, pp. 
1390-1399; e «Two-, three-, and four-dimensional me- 
thods for obtaining larger and more precise three- 
dimensional structures of proteins in solution», Annu. 
Rev. Biophys. Biophys. Chem., 20, pp. 29-63. 


4. STABILITÀ DELLE PROTEINE 


Le proteine globulari hanno densità interne compa- 
rabili a quelle dei cristalli delle sostanze organiche 
in quanto le catene laterali all’interno di una protei- 
na si adattano le une alle altre in modo complemen- 
tare. Per stabilire se questo fenomeno è un determi 
nante importante della struttura delle proteine, 67 
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proteine globulari a struttura nota sono state analiz- 
zate per definire l’esistenza nel loro interno di inte- 
razioni specifiche tra le loro catene laterali. Non è 
stato riscontrato niente di particolare, il che suggeri- 
sce che, almeno per le proteine globulari, il ripiega- 
mento nativo determina la disposizione e l’impacchet- 
tamento delle catene laterali, e che l’impacchettamen- 
to non determina invece il ripiegamento nativo. Que- 
sta osservazione è suffragata dal fatto che famiglie 
di proteine i cui membri possono assumere ripiega- 
menti simili sono correlate soltanto a distanza e han- 
no sequenze amminoacidiche con omologie piutto- 
sto basse. Evidentemente vi sono molti modi per le 
proteine di disporre correttamente ed impacchetta- 
re il loro interno. 

Ciò che abbiamo detto non implica però che un 
particolare ripiegamento possa tollerare tutte le va- 
riazioni mutazionali. In uno studio su mutanti del 
lisozima di batteriofago T4 con una singola sostitu- 
zione, in cui 163 dei 164 residui che compongono 
la molecola furono sostituiti da un amminoacido di 
un gruppo di 13, 328 delle 2 015 varianti proteiche 
caratterizzate avevano meno del 3% dell'attività en- 
zimatica del lisozima originale. Il 55% delle posizio- 
ni tolleravano tutte le sostituzioni esaminate e nelle 
posizioni rimanenti i due terzi delle sostituzioni era- 
no accettabili (avevano almeno il 3% dell’attività del 
lisozima originale). I residui che occupano il nucleo 
idrofobico della proteina erano in genere più sensi- 
bili alla sostituzione di quelli che occupano posizioni 
esposte sulla superficie della proteina e dei residui 
di Pro che è noto che viene esclusa dall'interno idro- 
fobico. Per definire il grado di sensibilità del nucleo 
idrofobico di una proteina alle variazioni mutaziona- 
li, è stata studiata una serie di varianti del repressore 
i (una proteina che lega il DNA e le cui funzioni 
sono riportate nel paragrafo 32.3D) ottenuta mutan- 
do tre residui in contatto tra loro nel nucleo idrofo- 


bico della proteina con tutte le combinazioni di Val, 


Leu, Ile, Met e Phe. Circa il 70% di queste proteine 
mutanti erano in grado di esprimere una certa fra- 
zione dell’attività biologica e quindi avevano mante- 
nuto la struttura del repressore \ nativo. Solo un nu- 
mero molto limitato di queste varianti presentava pe- 
rò livelli di attività biologica compatibili con quelli 
della proteina originaria. Evidentemente, le intera- 
zioni steriche specifiche tra i residui all’interno delle 
proteine, insieme a quelle che determinano un cor- 
retto impacchettamento sono importanti per la sta- 
bilità e la struttura di una proteina. 
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CAPITOLO 8 


Ripiegamento delle proteine, 
dinamica ed evoluzione strutturale 


1. RIPIEGAMENTO DELLE PROTEINE: 
TEORIE ED ESPERIMENTI 


A. Rinaturazione delle proteine 
L’insulina può ripiegarsi nella forma nativa 


L’insulina, che contiene due catene, A e B, viene sin- 
tetizzata come singolo polipeptide in cui le catene 
A e B sono intercalate da una catena C (Fig. 8.4) che 
viene rimossa proteoliticamente dopo che la protei- 
na si è ripiegata nella conformazione nativa. Il testo 
riporta che l’insulina non può ripiegarsi nella con- 
formazione nativa una volta che i suoi ponti disolfu- 
ro sono stati rotti o rimescolati; ciò suggerisce che 
la catena C agisca in modo da dirigere il ripiegamen- 
to dell'insulina verso la conformazione corretta. In 
opportune condizioni di rinaturazione, si può otte- 
nere l’insulina nativa da insulina «rimescolata» con 
una resa del 25-30% ed è possibile incrementare que- 
sta resa fino a circa il 75% se le catene A e B sono 
unite tra loro da un legame trasversale. Evidentemen- 
te la catena C non dirige il ripiegamento delle catene 
A e B, ma serve principalmente per mantenerle vici- 
ne mentre si formano i ponti disolfuro nella confor- 
mazione nativa. Questa conclusione è suffragata da 
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confronti della sequenza della proinsulina da specie 
diverse che stabiliscono che le mutazioni sono accet- 
tate nella catena C ad una velocità otto volte superio- 
re a quella delle catene A e B. 
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B. Vie di ripiegamento 


La via di ripiegamento del BPTI 
può essere oggetto di revisione 


L’inibitore della tripsina del pancreas bovino (BPTI) 
rimane la sola proteina di cui sia stata proposta una 
via dettagliata per il suo ripiegamento. Questa via 
(Fig. 8.7), che fu proposta nel 1977 da Thomas Creigh- 
ton, si basa sull'ordine di formazione dei tre ponti 
disolfuro, determinato mediante alchilazione che in- 
trappola i gruppi sulfidrilici liberi nella fase succes- 
siva del processo di ripiegamento. Viene asserito che 
il ripiegamento della proteina deve passare attraver- 
so uno stato intermedio che ha due ponti disolfuro, 
uno dei quali non è presente nella proteina nativa. 
Questo intermedio si riorganizza poi lentamente, pro- 
cesso che necessita di una considerevole modificazio- 
ne conformazionale, accompagnata da una reazione 
di scambio di disolfuri che genera un nuovo inter- 
medio a due ponti disolfuro in cui il ponte disolfuro 
non nativo viene sostituito da quello corretto. Questo 
intermedio forma poi rapidamente il terzo ponte di- 
solfuro, producendo il BPTI nativo. 

Se le proteine acquistano la loro conformazione na- 
tiva attraverso questo tipo di vie di ripiegamento in- 
dirette, sarà molto complicato ottenere ulteriori in- 
formazioni per chiarire il processo. Mediante nuovi 
esperimenti che comprendevano l’uso delle moder- 
ne tecniche di HPLC per separare gli intermedi del 
processo di ripiegamento del BPTI bloccati dall’alchi- 
lazione, Jonathan Weissman e Peter Kim hanno di- 
mostrato che gli intermedi del processo di ripiega- 
mento più rappresentati contenevano soltanto i pon- 
ti disolfuro corretti. Questi ricercatori conclusero 
quindi che gli intermedi lungo la via di ripiegamen- 
to del BPTI possiedono soltanto ponti disolfuro nativi 
e che il lento cambio conformazionale osservato ne- 
gli esperimenti precedenti doveva essere accompa- 
gnato dalla sostituzione di un ponte disolfuro nativo 
con un altro. Questa interpretazione non è stata ac- 
cettata da Creighton. Egli sostiene che l’intermedio 


x 


non nativo è cineticamente importante anche se è 


meno rappresentato di quanto supposto in precedenza 
e che in realtà i dati riportati da Weissman e Kim 
si adattano alla via proposta. Questi ultimi hanno pe- 
rò risposto che non vi sono ragioni plausibili per ri- 
tenere che le interazioni non native siano importanti 
per il ripiegamento del BPTI. È la soluzione di con- 
troversie di questo tipo che spesso determina pro- 
gressi significativi per la nostra comprensione di fe- 
nomeni incerti. 


BIBLIOGRAFIA 


WEISSMAN, J.5. e Kim, P.S., (1991), «Reexamination of the 
folding of TPBI: Predominance of native intermediates», 
Science, 253, pp. 1388-1393. 

CREIGHTON, T.E., WEISSMAN, J.S. e Kim, P.S., (1992), «The di- 
sulfide folding pathway of BPTI» Science, 256, pp. 
111-114. 

Le critiche di Creighton alle conclusioni riportate nel 


lavoro citato sopra e le risposte di Weissman e Kim. 


C. Predizione della struttura delle proteine 


La peptidil-prolil cis-trans isomerasi partecipa 
al ripiegamento delle proteine ed alla soppressione 
della risposta immunitaria 


Anche se i legami peptidici nella conformazione trans 
sono circa 8 kJ/mole più stabili dei corrispondenti 
legami peptidici cis, questa differenza energetica è 
molto meno significativa se l'atomo di azoto necessa- 
rio per la formazione del legame peptidico viene for- 
nito dalla Pro (paragrafo 7.1). Di conseguenza i lega- 
mi peptidil-prolil nelle proteine denaturate assumo- 
no spesso la conformazione cis. La tappa limitante 
per il ripiegamento in vitro di molte proteine nei lo- 
ro stati nativi sembra essere l’isomerizzazione di que- 
sti legami cis peptidil-prolil alla conformazione trans. 
Le cellule contengono però quantità rilevanti di en- 
zimi chiamati peptidil-prolil cis-trans isomerasi 
(rotamasi) che catalizzano l’interconversione di que- 
sti rotameri facilitando probabilmente il ripiegamento 
delle proteine. 

Sono note due famiglie di peptidil-prolil cis-trans 
isomerasi strutturalmente non correlate: le ciclofili- 
ne (hanno questo nome perché sono inibite dal far- 
maco immunosoppressivo ciclosporina A, un pep- 
tide ciclico di 11 residui prodotto dai funghi) e la 
famiglia di cui uno dei prototopi è la proteina che 
lega 1 FK506 (FKBP) (l’FK506, un farmaco immu- 
nosoppressore, è una molecola organica complicata 
nota come macrolite, contenente un anello a 21 ato- 
mi). Le strutture delle due proteine note con il nome 
di immunofiline sono state determinate sia dalla dif 
frazione ai raggi X che da studi all’NMR. Analizzan- 
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do la struttura ai raggi X della ciclofilina in comples- 
so con un tetrapeptide contenente la sequenza Ala- 
Pro, si è potuto stabilire che il tetrapeptide si lega 
alla ciclofilina in una fessura profonda localizzata sulla 
superficie della proteina, in modo che il legame Ala- 
Pro sia nella conformazione trans. Misure all’NMR 
hanno suggerito che i residui della ciclosporina A 
che si legano alla ciclofilina interagiscono con il sito 
di legame del tetrapeptide. 

La struttura ai raggi X della FKBP in complesso con 
1°FK506 indica che l’FK506 si lega in una cavità idro- 
fobica poco profonda sulla superficie della proteina 
con il singolo gruppo amidico dell’FK506 nella con- 
formazione trans. Questo stesso gruppo amidico as- 
sume però la conformazione cis nella struttura ai rag- 
gi X dell’FK506 libero. Sia nell’FK506 libero che in 
quello legato, un gruppo carbonilico, adiacente a quel- 
lo amidico, giace su un piano perpendicolare a quel- 
lo del gruppo amidico. Questa organizzazione potreb- 
be mimare la relazione ortogonale che esiste tra il 
gruppo carbonilico dell’amide rigirata del peptidil- 
prolil ed il piano dell’anello della prolina. Questo seg- 
mento dell’FK506 ricorda quindi lo stato di transizio- 
ne della reazione della peptidil-prolil cis-trans isome- 
rasi e ciò implica anche che l’FKBP possa facilitare 
questo processo legando preferenzialmente il grup- 
po peptidil-prolil allo stato di transizione (la catalisi 
da legame dello stato di transizione è discussa nel 
paragrafo 14.1F). La ciclofilina potrebbe agire con un 
meccanismo analogo. 

La ciclosporina A e 1’FK506 sono agenti molto effi- 
caci nel prevenire il rigetto di un organo trapiantato 
e nel trattamento di malattie autoimmuni. Prima della 
scoperta della ciclosporina A all’inizio degli anni ’80 
erano piuttosto rari gli organi trapiantati che soprav- 
vivevano per tempi lunghi (l’FK50, un immunosop- 
pressore anche più potente, sta iniziando le prove 
cliniche in questo periodo). Le proprietà immunosop- 
pressive sia della ciclosporina A che dell’FK506 deri- 
vano dalla loro capacità di impedire la trascrizione 
dei geni coinvolti nell’attivazione dei linfociti T (la 
risposta immunitaria è discussa nel paragrafo 34.2). 
I complessi della ciclofilina con la ciclosporina A e 
dell’FKBP con l’FK506, ma non queste sostanze da 
sole, si legano competitivamente ed inibiscono la fo- 
sfatasi Ca?* e calmodulina-dipendente nota con il no- 
me di calcineurina. Questo enzima partecipa alla 
via di segnale iniziata dal recettore delle cellule T 
che è responsabile dell’attivazione dei linfociti T (que- 
sta via di attivazione è descritta nel paragrafo 34.4B). 
Non vi sono quindi ovvie relazioni tra le proprietà 
immunosoppressive e l’attività rotamasica delle im- 
munofiline. Variazioni mutazionali che distruggono 
l’attività rotamasica non eliminano però la sua capa- 
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cità di legare la ciclosporina A e di inibire la calci- 
neurina. Ciò suggerisce che la ciclosporina A e l’FK506 
possano mimare gli effetti di alcune sostanze natura- 
li che modulano la risposta immunitaria. 
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3. EVOLUZIONE STRUTTURALE 
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CAPITOLO 9 


Emoglobina: funzione di una proteina 
in un microcosmo 


2. STRUTTURA E MECCANISMO 
C. Cooperatività del legame dell'ossigeno 


Proprietà di legame dell’ossigeno 
da parte dei cristalli di emoglobina nello stato T 


I cristalli di deossiemoglobina ottenuta da una solu- 
zione concentrata di sali si rompono, come dice il 
testo, se vengono esposti all’ossigeno come conseguen- 
za della grande variazione della struttura quaterna- 
ria dell'emoglobina che si ha a seguito dell’ossigena- 
zione. I cristalli di deossiemoglobina che sono stati 
ottenuti in soluzioni di glicole polietilenico (PEG, un 
polimero organico idrofilico neutro) rimangono in- 
tatti durante l’ossigenazione. Le forze che tengono 
insieme questo reticolo sono sufficienti a prevenire 
variazioni della struttura terziaria determinate dal 
legame del ligande che accompagnano di norma la 
transizione T —> R. 

Il legame dell’ossigeno a questi cristalli cresciuti in 
PEG non è cooperativo e viene a mancare l’effetto 
Bohr. Il modello simmetrico dell’allosterismo stabili- 
sce che questa mancanza di cooperatività deriva dal- 
l’assenza di variazioni della struttura quaternaria che 
normalmente trasmettono le informazioni riguardan- 
ti lo stato di legame del ligande da una subunità al- 
l’altra. Analogamente il meccanismo di Perutz spie- 
ga l’assenza di un effetto Bohr come una conseguen- 
za della stabilità dei ponti salini che si rompono in- 
vece durante la transizione T —> R. Questi studi di 
legame dell’ossigeno hanno stabilito che le subunità 
a hanno un’affinità per l’ossigeno circa doppia ri- 
spetto:a quella delle subunità 8. 
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Una emoglobina umana ricombinante 
che può essere usata in sostituzione del sangue 


Con il moltiplicarsi dei casi di AIDS è diventato sem- 
pre più importante disporre di un sostituto del san- 
gue libero da patogeni. L’emoglobina umana libera 
(HbA), sia derivata dal sangue che ottenuta con tec- 
niche di DNA ricombinante (paragrafo 28.8), non 


è idonea per questi scopi in quanto la sua affinità 
per l’ossigeno in assenza di BPG (che viene sintetiz- 
zato dagli eritrociti e ne resta all’interno) è troppo 
elevata per scaricare quantità sufficienti di ossigeno 
ai tessuti e poiché i tetrameri extracellulari di emo- 
globina «28, si dissociano nei dimeri af che vengo- 
no allontanati dal circolo da parte del rene (che nel 
fare ciò va incontro nel tempo a danni irreversibili). 
Queste difficoltà sono state evitate producendo, me- 
diante l’ingegneria genetica, una variante dell’emo- 
globina. 

La dissociazione del tetramero modificato viene pre- 
venuta con la formazione di legami trasversali cova- 
lenti tra il residuo N-terminale Val di una subunità 
a con il residuo C-terminale Arg dell’altra catena, 
mediante un residuo di Gly (nella deossiHb A questi 
residui terminali sono tra loro associati da un ponte 
salino e quindi la congiunzione dei due con un resi- 
duo di Gly non dovrebbe provocare una distorsione 
del tetramero di Hb, cosa che è stata confermata dal 
l’analisi della struttura della proteina ai raggi X). L’af- 
finità per l’ossigeno della variante Hb era ridotta me- 
diante l’introduzione della mutazione Asn 
G10(108)8 —> Lys (Hb Prebysterian). 

Esperimenti su ratti e su topi hanno stabilito che 
l’emoglobina con il legame trasversale, rispetto a 
quella libera, possiede un emivita 3-4 volte più lun- 
ga e non provoca danni al rene. 
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3. EMOGLOBINE ANORMALI 
A. Patologia molecolare dell'emoglobina 


L’emoglobina Ypsilante può avere una struttura 
quaternaria composita 


Le strutture ai raggi X suggeriscono che per l’HbA 
sono possibili soltanto le conformazioni quaternarie 
tipiche dello stato T e dello stato R; stati intermedi 
tra i due sono stericamente proibiti. Come fa l’emo- 
globina a cambiare la sua conformazione da uno di 
questi stati quaternari all’altro? La struttura dell’e- 
moglobina Ypsilante [Asp G1(99)8 — Tyrl può for- 
nirci la risposta. 
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La conformazione deossi della Hb Ypsilante con as- 

sociato il ligande è più stabile della conformazione 
ossi. Ciò dipende da una grande diminuzione dell’af- 
finità per l’ossigeno relativamente a quella dell’HbA, 
accompagnata da una riduzione della cooperatività 
(che in realtà diventa negativa). L’Asp G1(99)f è loca- 
lizzato all’interfaccia «1-82 (e 2-81) dove nello stato 
T forma legami idrogeno con la Tyr C7(42)a; e con 
l’Asn G4(97)a;. Questi vengono sostituiti nello stato 
R dell’HbA da un legame idrogeno tra Asn 
G4(102)8, e Asp G1(94)a, (Figg. 9.17 e 9.19). La strut- 
tura ai raggi X della carbomonossi Hb Ypsilante ri- 
vela che questa proteina possiede una struttura qua- 
ternaria diversa da quella dello stato T e dello stato 
R che possono assumere tutte le altre emoglobine 
umane a struttura nota. Questa conformazione chia- 
mata «Y» conserva il legame idrogeno Asn 
G4(102)8:...Asp G1(94)a; tipico dello stato R dell’Hb, 
ma ne sono presenti anche altri e cioè: Tyr G1(99)B: 
con Asn G4(97)a; e Thr C3(38)a;. Nello stato Y l’His 
FG4(97)8 è completamente disancorata dalle intera- 
zioni quaternarie tipiche del suo impacchettamento 
che venivano considerate importanti per prevenire 
stati conformazionali diversi da quelli classici T ed 
R (Figg. 9.13, 9.14 e 9.17). 
La conformazione Y può rappresentare uno sta- 
to quaternario che compare transitoriamente du- 
rante la via normale di conversione tra gli stati T 
ed R. 
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4. REGOLAZIONE ALLOSTERICA 
D. Cooperatività dell'emoblobina 


La cooperatività dell'emoglobina è un ibrido tra 
il modello simmetrico e sequenziale dell’allosterismo 


Si assume spesso, anche per una forma di semplicità, 
che le quattro subunità dell'emoglobina abbiano pro- 
prietà di legame del ligande pressoché equivalenti 
e che quindi l’emoglobina possa adattarsi al modello 
simmetrico dell’allosterismo. 

Studi termodinamici recenti della cooperatività tra 
vari stati conformazionali indotti da ligandi dell’e- 
moglobina, tutti caratterizzati strutturalmente ai rag- 
gi X, hanno stabilito che il meccanismo allosterico 
dell’emoglobina segue una gruppo di vie che hanno 
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una simmetria non ancora identificata. Un tetrame- 
ro di Hb va incontro ad una modificazione quaterna- 
ria T —> R soltanto quando almeno uno dei siti di 
legame su ognuno dei suoi dimeri af viene occupato 
dal ligande. 

La cooperatività deriva sia dalla modificazione qua- 
ternaria concertata (come richiesto dal modello sim- 
metrico dell’allosterismo) sia dalla modulazione se- 
quenziale del legame del ligande all’interno di ogni 
forma quaternaria, mediante interazioni indotte dal 
ligande nella struttura terziaria (in accordo con il mo- 
dello sequenziale dell’allosterismo). 
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CAPITOLO 10 


Zuccheri e polisaccaridi 


2. POLISACCARIDI 
A. Analisi dei carboidrati 
Flessibilità conformazionale dei carboidrati 


Studi sia sperimentali che teorici hanno stabilito che 
gli oligosaccaridi hanno conformazioni mobili e flut- 
tuanti. Le rappresentazioni in cui gli oligosaccaridi 
sono mostrati con una struttura tridimensionale fis- 
sa non ci raccontano quindi tutta la storia. 
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3. GLICOPROTEINE 
C. Struttura e funzione delle glicoproteine 


Le proprietà delle proteine 
sono modulate dalla glicosilazione 


Diventa sempre più evidente che la glicosilazione può 
modificare le proprietà delle proteine in molti modi, 


© 88-08-10538-5 


compreso il ripiegamento, la stabilità fisica, la speci- 
fica bioattività, la resistenza alle proteasi, l’emivita 
nel circolo sanguigno e la distribuzione in vivo. Non 
è possibile però fare generalizzazioni sugli effetti della 
glicosilazione delle proteine sulle loro proprietà e de- 
vono quindi essere determinati caso per caso. Per 
complicare ulteriormente la materia, sono di solito 
presenti, per una particolare glicoproteina, diverse 
glicoforme (specie con variazioni nella sequenza e 
nel numero degli oligosaccaridi legati), il cui numero 
molto spesso varia, sia nelle proprietà che nella di- 
stribuzione, con lo stato fisiologico dell’organismo. 

Molte delle glicoproteine presenti nel plasma san- 
guigno sono ormoni. Si pensa che la loro glicosilazio- 
ne serva principalmente per controllare la velocità 
con cui essi vengono allontanati dal circolo sangui- 
gno. Una serie di recettori diversi, ognuno specifico 
per un particolare residuo saccaridico, partecipa alla 
rimozione di una certa glicoproteina dal sangue. La 
presenza di una varietà di glicoforne per una glico- 
proteina diventa un sistema per variare il tempo di 
permanenza in circolo. 
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La struttura ai raggi X del complesso 
lectina-ottasaccaride a due antenne 


È stata determinata la struttura ai raggi X della iso- 
lectina I del seme del legume Lathyrus achrus com- 
plessata con un ottasaccaride a due antenne (che ha 
due ramificazioni). La lectina, che lega in modo spe- 
cifico residui di mannosio e di glucosio e richiede 
per esprimere la sua attività ioni Ca?” e Mg?- salda- 
mente attaccati alla molecola, è un eterotetramèro 
«8: con una doppia simmetria; la sua catena a con- 
tiene 181 residui e la 8 52 residui. L’ottasaccaride, 
che ha la composizione (N-acetilglucosammina);(man- 
nosio)s(galattosio)» è identico a quello riportato nella 
Fig. 21.18b, meno il residuo di GlcNAc alla sua estre- 
mità riducente ed i residui di SA alle sue estremità 
non riducenti. 

La struttura ci ha fornito ulteriori informazioni sulle 
glicoproteine, in quanto l’oligosaccaride che è stato 
caratterizzato è uno dei più grandi che sia stato os- 
servato a risoluzione atomica. L’ottasaccaride si lega 
in una fessura ad entrambe le estremità della protei- 
na allungata con una conformazione estesa a forma 
di S ed in vicinanza degli ioni Ca?* e Mg?*. Il com- 
plesso viene stabilizzato da 23 ponti idrogeno, sette 
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dei quali coinvolgono la formazione di ponti con mo- 
lecole di acqua. La proteina e l’oligosaccaride si lega- 
no anche mediante contatti di van der Waals che si 
vengono a generare tra anelli aromati della proteina 
e gli atomi di carbonio C(5) e C(6) dello zucchero. Que- 
ste inserzioni perturbano molto poco la conformazio- 
ne della lectina, rispetto a quanto accade alla confor- 
mazione quando la proteina lega monosaccaridi. L’o- 
ligosaccaride, che è per la maggior parte esposto al 
solvente, interagisce con molte molecole di acqua. 
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L’E. coli uropatico identifica le sue cellule bersaglio 
mediante adesine specifiche per carboidrati 


L’E. coli è un comune agente infettivo del tratto uri- 
nario degli uomini. Le infezioni iniziano con il lega- 
me del batterio alle cellule ospiti mediante proteine 
batteriche note con il nome di adesine, che si lega- 
no specificamente a recettori sulla cellula ospite (Fig. 
10.33). Nei batteri gram-negativi come V'£. coli, le ade- 
sine sono spesso i componenti minori di organelli ete- 
ropolimerici simili a bastoncini chiamati pili (Fig. 
1.3b). Nell’E. coli che causa infezioni del tratto urina- 
rio, il cosidetto pilo P che determina l’attacco del bat- 
terio agisce mediante un’adesina detta proteina PapG 
che lega in modo specifico gruppi formati da a-D- 
galattopiranosil-(1 —> 4)-B-D-galattopiranosio presen- 
ti sulla superficie delle cellule epiteliali del tratto uri- 
nario. Studi condotti con il microscopio elettronico 
hanno rivelato che l’adesina PapG è localizzata all’e- 
stremità della punta flessibile del pilo P, consenten- 
do all’adesina una considerevole libertà sterica per 
il legame del recettore digalattosidico. 
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CAPITOLO 11 


Lipidi e membrane 


3. MEMBRANE BIOLOGICHE 


B. Modello del mosaico fluido 
della struttura della membrana 


Struttura ai raggi X della porina batterica, una 
proteina che forma canali transmembrana 


La membrana esterna dei batteri gram-negativi (pa- 
ragrafo 10.3B), che li protegge da un ambiente ostile, 
deve essere permeabile alle molecole di sostanze nu- 
trienti, piccole, ma polari. La membrana esterna con- 
tiene grandi quantità delle proteine che formano ca- 
nali chiamate porine che di solito sono trimeri, con 
una massa molecolare tra 30 e 50 kD, e permettono 
il passaggio di soluti.con una massa inferiore a 600 
D. Le porine sono presenti anche negli eucarioti, in 
particolare nella membrana esterna dei mitocondri 
e dei cloroplasti (questa è un’altra prova della discen- 
denza di questi organelli dai batteri; paragrafo 1.2 A). 

La struttura ai raggi X di una porina del batterio 
fotosintetico Rhodobacter capsulatus ci ha rivelato 
che ogni subunità del trimero è costituita da 301 re- 
sidui e contiene un 68-barile con 16 catene antiparal- 
lele che forma un poro attraverso l’asse del barile 
lungo circa 20 À e con un diametro minimo di circa 


8 À. Come ci si può aspettare le catene laterali che, 
si trovano esposte sulla superficie in contatto con la” 


membrana sono non polari, mentre quelle che sono 
disposte sulle pareti interne del canale acquoso sono 
polari. Inoltre, praticamente tutti i residui carichi so- 
no distribuiti in modo tale da avere le cariche positi- 
ve lungo un piccolo arco sulla faccia del poro vicino 
al triplo asse di simmetria del trimero, mentre le ca- 
riche negative formano un lungo arco sulla faccia 
opposta. Il risultante campo elettrico può influenza- 
re la selezione e l’orientamento degli ioni trasportati. 
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C. La membrana dell’eritrocita 


L’ellittocitosi ereditaria è causata da una proteina di 
trasporto degli anioni difettosa 


L’ellittocitosi ereditaria (caratterizzata da globuli rossi 
ellittici e nota anche con il nome di ovalcitosi ere- 
ditaria) è una forma patologica comune in alcune 
regioni del Sud-Est asiatico e della Melanesia. Negli 
eterozigoti la malattia conferisce resistenza alla ma- 
laria ed è apparentemente letale per gli omozigoti. 
È stato ipotizzato che la resistenza alla malaria deri- 
vi dalla maggiore rigidità del globulo rosso di forma 
ellittica (paragrafo 11.3C). Recentemente è stato di- 
mostrato che l’ellittocitosi è determinata da difetti 
nella proteina che trasporta gli anioni attraverso la 
membrana dell’eritrocita. Uno di questi difetti, tra 
i più comuni, consiste di una delezione di nove resi- 
dui che inattiva la proteina trasportatrice. La conse- 
guente ridotta capacità della cellula di importare io- 
ni fosfato o solfato può inibire la crescita e lo svilup- 
po del parassita della malaria. 
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F. Organizzazione delle membrane 
e trasporto mirato delle proteine 


Struttura del dominio che lega il ligande 
del recettore batterico dell’aspartato 


Le cellule ricevono informazioni dal loro ambiente 
mediante recettori proteici transmembrana che, do- 
po il legame del loro ligande specifico, trasmettono 
in qualche modo l’informazione all’interno della cel- 
lula. Dalla sequenza amminoacidica di un certo nu- 
mero di questi recettori transmembrana si è potuto 
stabilire che essi sono costituiti da un dominio extra- 
cellulare che lega il ligande, un dominio transmem- 
brana composto da una o due a-eliche idrofobiche 
e un dominio citoplasmatico che trasmette il segna- 
le. Si pensa che il segnale che il ligande si è legato 
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al dominio extracellulare venga trasmesso al domi- 
nio citosolico mediante un cambio di conformazione 
del dominio transmembrana. 

Le due proteine di membrana la cui struttura ai 
raggi X è stata determinata ad un’elevata risoluzio- 
ne, il centro di reazione fotosintetico dei batteri (pa- 
ragrafo 22.2B) e la porina batterica (vedi sopra), non 
presentano quelle caratteristiche che ci si potrebbe- 
ro aspettare dai recettori transmembrana. È stata an- 
che analizzata la struttura ai raggi X del dominio 
che lega il ligande del recettore per l’aspartato 
del batterio Salmonella typhimurium. La struttura pri- 
maria dell’intera proteina suggerisce che il suo do- 
minio esterno (in realtà periplasmatico) che lega l’a- 
spartato (residui 31-188) è legato al dominio citopla- 
smatico interno (residui 1-6 e 213-552) attraverso due 
o-eliche transmembrana (residui 7-30 e 189-212). Il 
dominio che lega l’aspartato forma un dimero legato 
da un ponte disolfuro ed ognuna delle proteine è co- 
stituita da un fascio di quattro eliche. Due di queste 
eliche di ogni subunità potrebbero continuare senza 
interruzioni attraverso la membrana formando un 
dominio transmembrana costituito da un fascio a 
quattro eliche. Il legame dell’aspartato induce soltanto 
una piccola variazione conformazionale nelle subu- 
nità, ma modifica sostanzialmente l’orientamento re- 
ciproco. È stato proposto che questo cambio confor- 
mazionale venga trasmesso al dominio citoplasmati- 
co, ad una distanza di oltre 60 À, mediante una mo- 
dificazione dell’orientamento o della posizione delle 
eliche transmembrana rigide. 
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La via secretoria 


I dettagli della via secretoria, cioè la sequenza di 
eventi attraverso cui una proteina destinata alla se- 
crezione, all’inserzione nella membrana oppure all’in- 
corporazione nei lisosomi viene modificata e traspor- 
tata alla sua destinazione finale, si stanno rapidamen- 
te chiarendo. Le proteine di nuova sintesi presenti nel 
reticolo endoplasmatico (ER) transitano attraverso una 
serie di compartimenti membranosi distinti, ma fisi- 
camente associati che vengono chiamati con il nome 
collettivo di apparato (o complesso) del Golgi. L’appa- 
rato del Golgi è costituito da tre regioni funzional- 
mente distinte: il reticolo cis del Golgi (CGN), che 
serve per filtrare e recuperare le proteine che devono 


risiedere nell’ER eventualmente sfuggite (paragrafo 
11.3), l'ammasso del Golgi, che è rappresentato da 
almeno tre tipi di cisterne chiamate cis, trans e me- 
diali, ed il reticolo trans del Golgi (TGN) attraverso 
il quale le proteine modificate vengono inviate alla 
loro destinazione cellulare finale. Le proteine vengo- 
no trasportate da un compartimento all’altro median- 
te vescicole membranose specializzate. 

Anche se la maggior parte delle proteine residenti 
nell’ER hanno la sequenza C-terminale KDEL (para- 
grafo 11.3), ve ne sono altre invece la cui sequenza 
C-terminale è KKXX, dove X può essere qualsiasi am- 
minoacido. Le proteine che possiedono queste sequen- 
ze e che sono sfuggite dall’ER nel CGN, vengono ri- 
portate nell’ER. L’osservazione che le proteine con 
la sequenza KDEL, ma che hanno perso questa se- 
quenza, vengono secrete soltanto a bassa velocità, in- 
dica che vi sono meccanismi per trattenere queste 
proteine nell’ER, che le sottraggono attivamente dal 
flusso delle proteine nella via di secrezione. 

Nel trasporto intracisternale dell'ammasso del Gol- 
gi sono coinvolti due tipi di vescicole: quelle la cui 
superficie esterna (citoplasmatica) è ricoperta da pro- 
teine diverse dalla clatrina e quelle invece ricoperte 
da clatrina. Le vescicole ricoperte, che sono i precur- 
sori delle vescicole non ricoperte, vengono estrofles- 
se e liberate da un compartimento del Golgi e diven- 
tano non ricoperte prima di fondere con un altro com- 
partimento del Golgi. Il rivestimento serve probabil- 
mente a forzare la membrana ad assumere la forma 
di vescicola, ma deve poi essere rimosso per consen- 
tire la fusione della vescicola con il doppio strato lipi- 
dico della sua membrana bersaglio. Le vescicole non 
rivestite da clatrina servono apparentemente a tra- 
sportare tutte le proteine che diffondono nel loro in- 
terno durante la loro formazione. Al contrario, le 
vescicole rivestite da clatrina rimuovono soltanto pro- 
teine specifiche dal TGN o dalla membrana plasma- 
tica per poi trasportarle al loro bersaglio. 
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4. LIPOPROTEINE 
B. Funzione delle lipoproteine 


Struttura e funzione della lipovitellina 


Le lipoproteine del sacco vitellino, note con il nome 
di vitellogenine, hanno proprietà biochimiche si- 
mili a quelle delle lipoproteine seriche. I due tipi di 
proteine sono sintetizzati dal fegato e vengono se- 
creti nel sangue e poi assunte dalle loro cellule bersa- 
glio, gli cociti nel caso delle vitellogenine. Vi sono 
in effetti notevoli somiglianze nella sequenza ammi. 
noacidica delle vitellogenine e delle lipoproteine se- 
riche apolipoproteina B-100 (presente nelle VLDL, IDL 
e LDL) e apolipoproteina E (presente nei chilomicro- 
ni e nelle VLDL, IDL e HDL). Mentre le lipoproteine 
seriche vengono degradate subito dopo il loro ingres- 
so nella cellula bersaglio, gli cociti rompono proteoli- 
ticamente le vitellogenine producendo le lipovitel- 
line che vengono conservate in organelli del sacco 
vitellino detti piastrine. Inoltre, mentre nelle lipopro- 
teine seriche più dell'80% è costituito da lipidi, nelle 
vitellogenine i lipidi, per la maggior parte fosfolipi- 
di, sono soltanto il 15%. 

È nota la struttura ai raggi X della lipovitellina da 
oociti di lampreda. Anche se la sequenza amminoa- 
cidica di questa proteina non è ancora stata determi. 
nata, 1 100 dei suoi 1300 residui amminoacidici sono 
stati ugualmenti localizzati nella struttura (ricordate 
che le strutture ottenute dalle diffrazioni dei raggi 
X hanno risoluzioni insufficienti per l’identificazio- 
ne delle catene laterali degli amminoacidi in assenza 
di informazioni sulla sequenza; paragrafo 7.3A); que- 
sto è il polipeptide più grande di cui si conosca la 
struttura. La proteina cristallizza sotto forma di di- 
mero simmetrico con le dimensioni di 75 x 95 x 80 À, 
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senza comprendere i circa 200 residui non identifi- 
cati. Ogni subunità è composta da un dominio elicoi- 
dale, che contiene 17 a-eliche, e da altri quattro do- 
mini, ognuno principalmente in struttura 8, che for- 
mano le pareti di una grande cavità di dimensioni 
sufficienti a contenere le circa 35 molecole di fosfoli- 
pidi che si pensa si leghino ad ogni subunità, ma 
che non sono visibili nella struttura ai raggi X. 
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Struttura ai raggi Xx del dominio che lega 
il recettore delle LDL dell’apolipoproteina E 


I lipidi come i fosfolipidi , i triacilgliceroli ed il cole- 
sterolo, tutti praticamente insolubili in acqua, ven- 
gono trasportati nel circolo sanguigno sotto forma 
di particelle di lipoproteine. I componenti proteici 
di queste particelle, le apolipoproteine, stabilizzano 
le particelle e le inseriscono nel loro metabolismo. 
Due apolipoproteine, l’apolipoproteina B (apoB) e l’a- 
polipoproteina E (apoE), si legano a recettori specifici 
sulla superficie delle cellule, compreso il recettore 
delle LDL, e quindi mediano l’endocitosi delle parti- 
celle di lipoproteine a cui sono associate. 

ApoE è una proteina monomerica di 299 residui 
che apparentemente è costituita da due domini ri- 
piegati in modo indipendente. Il suo dominio N- 
terminale si lega saldamente al recettore per le LDL, 
ma soltanto debolmente ai lipidi; il dominio C- 
terminale media il legame dell’apoE alla superficie 
delle lipoproteine, ma perde affinità per il recettore 
delle LDL. La digestione dell’apoE con l'enzima pro- 
teolitico trombina (paragrafo 34.1B) genera due fram- 
menti corrispondenti al dominio N-terminale (resi 
dui 1-191) e al dominio C-terminale (residui 216-299). 
La struttura ai raggi X del frammento amminoter- 
minale ha rivelato che questo dominio è costituito 
prevalentemente da cinque a-eliche, quattro delle 
quali formano un fascio insolitamente allungato 
(65 À). Le eliche di questo fascio sono fortemente an- 
fipatiche con i residui idrofobici sequestrati all’inter- 
no della proteina fuori del contatto con il solvente 
acquoso, mentre i loro residui idrofilici sono esposti 
al solvente. Le catene laterali di Leu, presenti nella 
sequenza circa ogni sette residui, sembrano stabiliz- 
zare le associazioni tra due coppie di eliche antipa- 
rallele adiacenti in modo simile a quello predetto per 
le «cerniere a leucina» dei fattori di trascrizioni euca- 
riotici (paragrafo 33.3B; notate però che le a-eliche 
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nelle cerniere a leucina sono parallele). La struttura 
sembra essere ulteriormente stabilizzata da nume- 
rosi ponti salini sulla superficie molto carica della pro- 
teina. La porzione N-terminale dell’elica 4 del fascio 
a quattro eliche contiene nove residui basici vicini 
che non sono coinvolti in ponti salini e quindi for- 
mano una larga zona positiva sulla superficie della 
proteina. Le varianti di apoE, in cui uno di questi 
residui basici è stato sostituito da un residuo neutro 
acido, presenta una ridotta affinità per il recettore 
delle LDL. È quindi probabile che questa regione della 
proteina formi il sito di legame per il recettore delle 
LDL. Si dubita però che l’elica 4 sia l’elica che lega 
il recettore dell’apoE. Il recettore delle LDL lega l’a- 
poB e l’apoE con affinità simili. Anche se non vi sono 
omologie di sequenza tra i due ligandi, l’apoB contie- 
ne una sequenza di residui, probabilmente implicata 
nel legame del recettore, che ha una disposizione di 
catena laterali cariche e neutre simile a quella dell’e- 
lica di legame del recettore dell’apoE.:È presumibile 
che l’elica di legame del recettore dell’apoE rappre- 
senti un punto di partenza per la definizione delle 
interazioni tra apoB e recettore delle LDL. 
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Alti livelli di apolipoproteina A-I inibiscono 
la formazione di lesioni preaterosclerotiche 


Negli uomini esiste una forte correlazione inversa 
tra il rischio di aterosclerosi ed i livelli plasmatici 
di lipoproteine ad alta densità (HDL) e di apolipopro- 
teina A-I (apoA-I; il principale componente proteico 
delle HDL). Per studiare se questa correlazione deri- 
va da effetto antiaterogenico diretto di questi com- 
ponenti plasmatici, topini di un ceppo che sviluppa 
lesioni, indotte dalla dieta, a forma di strie grasse 
nei grandi vasi, sono stati modificati geneticamente 
in modo da esprimere alti livelli plasmatici di apo A-I 
umana (le lesioni a strie grasse sono i precursori del- 
le placche aterosclerotiche che i topini svluppano in 
tempi molto brevi). Questi animali transgenici risul 
tano protetti dalla formazione di lesioni a strie grasse. 
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CAPITOLO 12 


Introduzione agli enzimi 


2. SPECIFICITÀ DI SUBSTRATO 
A. Stereospecificità 


La stereospecificità delle deidrogenasi 
può avere significati funzionali 


Le deidrogenasi catalizzano le loro reazioni con una 
stereospecificità pressoché perfetta. Per esempio, l’al- 
col deidrogenasi di lievito (YADH) seleziona l’atomo 
di idrogeno 4-re del NADH, con una possibilità di er- 
rore di una volta ogni sette miliardi di cicli. Anche 
se le deidrogenasi che trasferiscono l’atomo di idroge- 
no 4-re 0 l'atomo di idrogeno 4-si del NADH (note 
anche come deidrogenasi rispettivamente tipo A e B), 
quella particolare specificità di trasferimento viene 
mantenuta in tutta la classe di deidrogenasi che cata- 
lizzano reazioni simili però in organi diversi. Perché 
l'evoluzione ha conservato così assiduamente questa 
stereospecificità? È il semplice risultato di un inciden- 
te storico (duplicazione divergente) oppure ha qual. 
che funzione fisiologica (evoluzione convergente)? 
L'identità dell’atomo di idrogeno del NADH trasfe- 
rito dipende quasi certamente dal lato dell’anello della 
nicotinamide che guarda verso il substrato. Poiché 
la stereospecificità delle deidrogenasi è evidenziabile 
soltanto con sostituzioni isotopiche, la sua funziona 
fisiologica, se ne ha, è ancora da stabilire. Si pensa 
quindi che la stereospecificità in una data classe di 
deidrogenasi sia derivata soltanto da una scelta ca- 
suale fatta molto precocemente nel corso dell’evolu- 
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zione. Una volta fatta, la scelta è diventata «obbliga- 
ta», nel senso che rotazioni dell’anello nicotinamidi- 
co intorno al suo legame glicosidico potrebbe porta- 
re il gruppo carbamidico a coprire residui catalitica- 
mente essenziali. Per verificare questa ipotesi, la 
YADH è stata mutata in modo tale che la sua struttu- 
ra fosse simile a quella dell’alcol deidrogenasi del fe- 
gato di cavallo (LADH) pensando che potesse permet- 
tere il legame della faccia si della nicotinamide al- 
l’enzima senza interferenze per la catalisi. L’enzima 
mutato (Leu 182 — Ala) commette un «errore ste- 
reochimico» ogni 850 000 cicli, cioè ha una stereospe- 
cificità 8000 volte più bassa. Questi risultati suggeri- 
scono che la stereospecificità delle deidrogenasi pos- 
sa avere una sua funzione fisiologica. Si è potuto evi- 
denziare che le deidrogenasi che catalizzano reazio- 
ni di riduzione dei loro substrati normali le cui co- 
stanti di equilibrio sono <107*, trasferiscono mol- 
to spesso l’atomo di idrogeno 4-re della nicotinami- 
de, mentre se la costante di equilibrio è > 107! in 
genere trasferiscono l’atomo di idrogeno 4-si. 
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4. REGOLAZIONE DELL'ATTIVITÀ 
ENZIMATICA 
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CAPITOLO 14 


La catalisi enzimatica 


1. MECCANISMI CATALITICI 


BIBLIOGRAFIA 


ATKINS, W.M. e SLIGAE, S.G., (1991), «Protein engineering 
for studying enzyme catalytic mechanism», Curr. Opin. 
Struct. Biol., 1, pp. 611-616. 


GLUSKER, J.P., (1991), «Structural aspects of metal liganding 


© 88-08-10538-3 
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2. LISOZIMA 
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3. SERINA PROTEASI 
E. Zimogeni 


La proteina del nucleo del virus Sindbis 
è una proteasi simile alla chimotripsina 


Il virus Sindbis, un virus circondato da membrana, 
un nucleocapside costituito da 180 o 240 subunità della 
proteina del nucleo del Sindbis disposte ad ico- 
saedro (SCP; i virus con una forma ad icosaedro so- 
no discussi nel paragrafo 32.2). L’SCP viene espressa 
come peptide N-terminale di una poliproteina (un po- 
lipeptide che contiene la sequenza di due o più pro- 
teine; paragrafo 30.5). Una volta sintetizzata, l’SCP 
stacca proteoliticamente se stessa dalla poliproteina, 
ma in seguito non esibisce altra attività proteolitica. 
Questa subunità di 256 residui contiene la sequenza 
Gly-Asp-Ser-Gly, che nelle proteasi simili alla chimo- 
tripsina è altamente conservata e contiene il residuo 
di Ser attiva. La chimotripsina e 1'SCP non presenta- 
no però altre somiglianze nelle loro sequenze. 

La struttura ai raggi X della SCP ha rivelato che 
non contiene la struttura a 6-barile antiparallelo ca- 
ratteristica di molte proteine virali di rivestimento 
(paragrafo 32.BC e paragrafo 32.2 (I virus sferici) di 
questo supplemento). I suoi residui da 114 a 264 as- 
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sumono un ripiegamento contenente una triade ca- 
talitica simile a quello della chimotripsina. Il residuo 
C-terminale della SCP, il Trp 264, occupa il sito attivo 
della proteina. Quindi, dopo che l’SCP si è staccata 
dalla poliproteina, il Trp 264 rimane legato al sito 
attivo inibendo qualsiasi altra attività proteolitica della 
SCP; questa proteasi agisce una sola volta. 
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C. Verifica del meccanismo di Phillips 


La Cvs non può sostituire efficacemente 

la Ser nel sito attivo delle serina proteasi 
Considerazioni sull’ormai accettato meccanismo ca- 
talitico delle serina proteasi suggeriscono che la so- 
stituzione della Ser attiva con una Cys potrebbe in 
realtà determinare un aumento dell’attività enzima- 
tica delle serina proteasi. I motivi potrebbero essere: 
(1) la maggiore nucleoficità dello zolfo rispetto all’os- 
sigeno potrebbe facilitare la formazione dell’inter- 
medio tetraedrico, (2) i gruppi sulfidrilici sono molto 
più acidi dei gruppi ossidrilici e quindi il trasferi- 
mento di un protone dalla Cys all’His del sito attivo 
potrebbe avvenire molto più facilmente, (3) lo zolfo 
forma gruppi uscenti migliori dell’ossigeno e quindi 
potrebbe facilitare la tappa di deacilazione. La keat 
della tripsina di ratto in cui la Ser 195 è stata sostitui- 
ta da una Cys (S195C) è 6,4 x 105 volte più bassa di 
quella dell'enzima non modificato (anche se è ancora 
circa 10* volte più alta della velocità di idrolisi non 
catalizzata in soluzione acquosa). La struttura ai raggi 
X della tripsina S195C di ratto indica che l’atomo di 
zolfo ha un raggio atomico 0,4 À più grande di quello 
dell’ossigeno ed il suo non corretto approccio al sub- 
strato è responsabile della ridotta efficienza dell’enzi- 
ma. Questa alterazione tende a modificare il sito di 
legame per l’intermedio tetraedrico compromettendo 
allo stesso tempo la stabilizzazione dell’intermedio te- 
traedrico da parte del buco dell’ossianione. Questa è 
un’ulteriore indicazione che gli enzimi sono così fine- 
mente indirizzati verso la loro funzione che spesso 
rispondono alle mutazioni in modi inaspettati. 
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‘ Specificità di substrato della tripsina 


e della chimotripsina 


La tripsina e la chimotripsina hanno notevoli omo- 
logie di sequenza e molti tratti della catena princi- 
pale sovrapponibili. Le loro differenze nella specifi 
cità di substrato (la tripsina rompe i polipeptidi do- 
po residui carichi positivamente, mentre la chimo- 
tripsina agisce dopo grossi residui idrofobici) si pen- 
sava fosse dovuta a differenze nella loro tasca di 
specificità: la catena laterale anionica dell’Asp 189 
occupa il fondo della tasca della specificità della trip- 
sina, mentre questa tasca è completamente rivestita 
di gruppi idrofobici nella chimotripsina. Fu quindi 
una sorpresa scoprire che cambiando l’Asp 189 con 
una Ser (D189S) non provocava una variazione della 
specificità della tripsina verso quella della chimo- 
tripsina, ma produceva una proteasi poco efficace 
e non specifica (analogamente, sostituendo l’Asp 189 
con Lys non si ha un enzima mutante specifico per 
residui acidi). 

Il ripiegamento superficiale che collega le pareti 
della tasca della specificità, i residui 185-188 e 221-225, 
sono diversi nella tripsina e nella chimotripsina, an- 
che se il ripiegamento è conservato in entrambi i ti- 
pi di proteine. La tripsina viene convertita in protea- 
si simile alla chimotripsina quando la variante D189S 


‘viene modificata ulteriormente, sostituendo il ripie- 


gamento citato in precedenza con quello della chi- 
motripsina. L'analisi ai raggi X indica che questi ri- 
piegamenti non sono componenti strutturali delle ta- 
sche di specificità o del sito di legame del substrato 
della tripsina o della chimotripsina. Le basi struttu- 
rali della diversa specificità della tripsina e della chi- 
motripsina rimangono quindi un enigma. 
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4. GLUTATIONE REDUTTASI 


Disolfuro ossidoreduttasi 


La glutatione reduttasi è un membro di una famiglia 
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di enziini chiamati dis 


È Varani a i daino 
il Questi enzimi sotto a 


e dipendenti dai NADI 


5 aio palato lA 
vo ilituerici contenti FAD 


(iero molti casi hanno an- 
che un gruppo disolfuro attivo nelie redox. Sono sta- 
te di recente elaborate Îe strutture ai raggi X di un 
certo numero di disvifuro ossidoreduttasi. in quesio 
gruppo seno comprese: io diidroli; 


vl reduitasi, una 
subunità del complesso nulitienzimiarico della piru- 


vato deidrogenasi iparagrefo 19.2A e paragrafo 19.2 
(Fonti metaboliche di acetibccenzima Ai di questo 
supplemento), lu ione mercurice reduttasi, un com. 
ponente del sistema batterico di detossifivazione del 
mercurio che riduce gli ioni altamente tossici HMst- 
in mercurio elementare non tossico. la tripanotio- 
ne reduttasi un enzima dei triparosomi e di paras- 
siti protozvici correlati che serve a ridurre analogo 
del glutatione tripanotione, tipico di duesti organi. 
smi (che ha portato a ricercare inibitori della tripa- 
notione reduttasi per bloccare questi patogeni non 
ancora etficacemente trattati). la NADII perossida- 
sì, una idroperossidasi dello Streptococcus fuecalis 
10C1 (un organismo privo di citocromi) che manca 
del gruppo disolfuro attivo nelle redox. ma ha un 
singolo residuo di Cvs che nelPenzimi ossidato vie- 
ne convertito ino un residuo di acido solfenico (Cvs- 
5011) e la tioredossina reduttasi, che serve a mante. 
neve la proteina redox attiva tioredossina nella for- 
ma ridotta (paragrafo 2641 

Tutti gli enzimi citati sopra lrinno oinologie di se- 
quenza tra il 20 ed il 35%, Non è sorprendente che 
essi abbiano simili strutture terziarie e quaternarie 
comv pure meccanisiai catalitici comparabili. Unico 
cezione a questi generalizzazione è li tiovedossini 
veduttasi che ha una struttura quaternaria diversa 
da quelle delle altre disolfure ossidoreduttasi a strut 
tura nota. Nella glutatione reduttasi, per esempio. un 
dato sito attivo è costituito da residui di entrambe 
le subunità delFenzimna dimerico; mentre il sito atti 
vo della tioredossina reduttasi. anch'esso un enzima 
dimerico, è costituito da residui di una sola subunitit. 
I gruppi disoifuro attivi nelle redox di questi due 
enzimi sono disposti ai lati opposti dell'anello {lavi 
nico. Poiché questi enzimi hanno proprietà struttu- 
vali comuni, ma non di meno hanno diverse orga- 
nizzazioni dei residui dei siti attivi, essi sono proba- 
bilmente derivati da una proteina ancestrale comu. 
ne che legava i nucleotidi (evoluzione divergente), 
mentre l'attività reduttasica è stata acquisita solo più 
tardi, ed indipendentemente, dalle due proteine (evo. 
luzione convergente). 
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CAPITOLO 16 


Glicolisi 


2. LE REAZIONI DELLA GLICOLISI 
Proprietà enzimatiche della glucochinasi 


Vedi 17.3 (Controllo del metabolismo del glicogeno) 
di questo supplemento. 


D. Aldolasi 
Perché due classi di aldolasi? 


Sono state identificate due classi di aldolasi meccani. 
cisricamente distinte: le aldolasi della classe I, che ora 
sappiamo essere presenti in alcuni tipi di procarioti, 
nelle piante e negli animali, formano una base di 
Schiff con il substrato, mentre le aldolasi della classe 
IT, presenti nei funghi, nelle alghe e nei procarioti, 
utilizzano un metallo bivalente, di solito Zn°" 0 
Fe, per stabilizzare elettrostaticamente l’interme- 
dio enolato della reazione. Poiché la glicolisi è proba- 
bilmente comparsa molto presto nella storia evolu- 
zionistica. esistenza di due classi di aldolasi è un 
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fatto inaspettato. In origine si era postulato che, es- 
sendo le aldolasi della classe I presenti in organismi 
superiori, le aldolasi della classe Il fossero la forma 
di enzima primitiva, cioè quella metabolicamente me- 
no capace rispetto all'altra classe: la scoperta però 
di alcuni organismi che esprimevano entrambi le clas- 
si di enzimi ha suggerito che le due classi di aldolasi 
siano proteine ancestrali ed ugualmente adatte alla 
loro funzione metabolica. L'espressione di entrambe 
le classi di aldolasi in alcuni organismi rappresenta 
forse una ridondanza metabolica che l'evoluzione ha 
eliminato nella maggior parte degli organismi. 
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I. Enolasi: la seconda formazione 
di un intermedio «ad alta energia» 


Meccanismo dell’enolasi 


La reazione dell'enolasi (Fig. 16.18) presenta un note- 
vole interesse meccanicistico, in quanto coinvolge la 
sottrazione di un protone relativamente non acido, 
seguita dall'eliminazione di un OH che è un grup. 
po uscente piuttosto povero. La struttura dell'enolasi 
in complesso con il Mg®" (il suo cofattore naturale) 
e con il substrato 2-fosfoglicerato (2PG}, rappresenta 
la base per la comprensione di questo meccanismo. 
N gruppo ossidrilico del 2PG partecipa alla coordina. 
zione del Me?*, mentre una molecola di acqua è le- 
gata con legami idrogeno ai gruppi carbossilici dei 
residui Glu 168 e Glu 211 e si trova a 2.6 A_dall'ato- 
mo C(2) del substrato nella direzione del protone che 
deve essere sottratto. È stato proposto che questo rag 
gruppamento di atomi funzioni come una Dase ge- 
nerale per sottrarre il protone che, in un sistema a 
relav protonico, viene prima masferito all'acqua e 
quindi molto probabilmente al carbossile del Glu 168, 
che si trova in un ambiente relativamente idrofobi. 
co ed infine al gruppo ossidrilico del substrato pola- 
rizzato dal Mg?*, per formare acqua e fosfoenolpi. 
ruvato (PED). 


BIBLIOGRAFIA 


Lesiona L. e Stic, B. (1991), «Mechanism of enolase: The 
ervstal structure ot enolase-Mg? -2-phosphoglycera- 
te phosphoenolpyruvate complex at 2,2 A resolution. 
Biochemistrv 30, pp. 2517-2822. 


Bibliografia aggiuntiva 


GAMBLIN S... DAVIS, GL GrIMES, TM. JACKSON, RAM. Lt. 


Supplemento 1992 1375 


TiIRcHILD, JA. e Watson, H.C., (1991). <Activitv and spe- 
cificitv of human aldolases:, /. Mot Biol., 219. pp. 
575-576. 


4. CONTROLLO DEL FLUSSO METABOLICO 
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5. METABOLISMO DEGLI ESOSI 
DIVERSI DAL GLUCOSIO 


B. Galattosio 


Metabolismo del galatiosio 


La Fig. 16.30, che descrive la via metabolica che con- 
verte il galattosio in glucosio-6-tosfato. dovrebbe es- 
sere disegnata in modo che le reazioni 2 e 3 formino 
un ciclo catalitico che converte il galattosio-1-fosfato 
in glucosio-1-fosfito. La reazione 4. che è probabil- 
mente sfavorevole nelle condizioni fisiologiche nor- 
mali. diventa quindi superflua e dovrebbe essere can- 
cellata dalla figura. 


CAPITOLO 17 


Metabolismo del glicogeno 
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- SINTESI DEL GLICOGENO 


Îu 


Il primer della sintesi del glicogeno 


La glicogeno sintasi si può solo attaccare a un resi- 
duo di glucosio all'interno della parte non riducente 
di una co-catena di glucani (poliglucosio) legata 
(1 > 4) (Fig. 17.1). La sintesi del glicogeno, pertan- 
to, richiede una catena primer che, come è stato di- 
mostrato, si estende da una proteina a 332 residui, 
la glicogenina. La prima tappa nella sintesi del glico- 
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geno è l’attacco di un residuo di glucosio a Tyr 194 
di glicogenina per mezzo di una tirosina glucosil- 
transferasi, una attività enzimatica che, molto pro- 
babilmente, è fornita da una proteina indipendente, 
anche se la glicogenina non è stata eliminata dal suo 
sito. La glicogenina quindi autocataliticamente allun- 
ga la catena di glucani a più di sette residui addizio- 
nali di UDP-glucosio. A questo punto, la glicogeno 
sintasi inizia la sintesi del glicogeno, che incomincia 
mentre è strettamente complessato alla glicogenina, 
nonostante queste proteine si dissocino dopo che il 
granulo di glicogeno in crescita ha raggiunto una de- 
terminata dimensione minima. Ciò implica che cia- 
scun granulo di glicogeno, che contiene una singola 
molecola di glicogeno, dispone di una sola molecola 
sia di glicogenina sia di glicogeno sintasi. 
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Come fa AMP ad attivare la glicogeno fosforilasi b? 


L'attivazione della glicogeno fosforilasi, cioè la sua 
transizione allosterica dallo stato inattivo T a quello 
cataliticamente attivo R, è dovuta al legame dell’AMP 
al sito dell’effettore allosterico dell’enzima e/o alla fo- 
sforilazione della Ser 14 della fosforilasi b che diven- 
ta fosforilasi a. Questi effetti sono sinergistici: anche 
in presenza di concentrazioni saturanti di AMP, la 
fosforilasi b ha soltanto l’80% dell’attività della fosfo- 
rilasi a, mentre AMP aumenta l’attività della fosfo- 
rilasi a di un 20%. 

Il legame dell’AMP e la fosforilazione covalente av- 
vengono in siti separati e non sovrapposti e quindi de- 
terminano variazioni della struttura terziaria diverse; 
le modificazioni della struttura quaternaria innescate 
da questi processi sono però simili (paragrafo 17.1). La 
struttura ai raggi X della fosforilasi b complessata al: 
AMP, in rapporto a quella della fosforilasi a ha rive- 
lato la base strutturale di questo fenomeno. La fosfori- 
lazione della Ser 14 promuove la variazione della strut- 
tura quaternaria mediante il legame dell’elica N- 
terminale, prima disordinata ed ora fosforilata, lungo 
l'interfaccia del dimero attraverso l'accoppiamento delle 
cariche negative della fosfoSer 14 con quelle positive 
della catena laterale di un residuo di Arg posto sull’al- 
tra subunità. L’AMP, al contrario, unisce ulteriormen- 
te le due subunità della fosforilasi b legandosi salda- 
mente ad un sito posto tra le due subunità. 
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a biological transducer», Trends Biochem. Sci., 17, pp. 
66-71. 
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tion of glycogen phosphorylase b by adenosine mono- 
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C. Cascata biciclica della glicogeno fosforilasi 


La struttura ai raggi X della subunità catalitica 
della proteina chinasi cAMP-dipendente 


La glicogeno fosforilasi viene attivata dalla fosforilasi 
chinasi, che a sua volta viene attivata con meccani 
smo analogo dalla proteina chinasi cAMP-dipendente. 
Il cAMP si lega alla subunità regolatrice (R) di questo 
eterotetramero inattivo R2C2 (dove C rappresenta la 
subunità catalitica) determinando la dissociazione di 
un dimero R, e liberando le due subunità catalitiche 
C attive. È stata determinata la struttura ai raggi X 
della subunità catalitica composta da 350 residui com- 
plessata con MgATP ed un peptide inibitore di 20 re- 
sidui. Questo peptide contiene la sequenza di ricono- 
scimento (sequenza consenso) della subunità C Arg- 
Arg-X-Ser/Thr-Y, dove il sito di fosforilazione Ser/Thr 
è stato rimpiazzato nell’inibitore da Ala, X può essere 
qualsiasi residuo piccolo e Y è invece un residuo idro- 
fobico di grandi dimensioni. L'enzima è bilobale con 
una profonda fessura che separa le due parti e che 
viene occupata dal MgATP e dal segmento del pepti- 
de inibitore che comprende i cinque residui di rico- 
noscimento. Questa fessura deve quindi contenere an- 
che il sito catalitico. Il lobo più piccolo che è composto 
principalmente dai residui N-terminali forma un ri 
piegamento che lega i nucleotidi con un'architettura 
del tutto nuova; il lobo più grande partecipa al lega- 
me del substrato ed alla catalisi. 

I residui 40-280 di questo enzima rappresentano un 
nucleo catalitico conservato, che è stato identificato 
in più di cento chinasi la cui sequenza era nota. Le 
proteine chinasi sono rilevanti nelle vie di trasmissio- 
ne dei segnali con cui molti tipi di ormoni, fattori 
di crescita, neurotrasmettitori e tossine modificano le 
funzioni delle cellule bersaglio (paragrafi 33.4C e 34.4B) 
e nel controllo del vie metaboliche. Circa il 10% delle 
proteine delle cellule dei mammiferi sono fosforilate. 
Quindi questa struttura ai raggi X ha aumentato si- 
gnificativamente le nostre conoscenze su questa im- 
portante classe di enzimi e ci fornisce un’opportunità 
di disegnare razionalmente possibili farmaci per il trat- 
tamento di una varietà di patologie. 
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E. Integrazione dei meccanismi 
di controllo del metabolismo 
del glicogeno 


La glucochinasi ha una cinetica cooperativa 


L'enzima del fegato noto con il nome di glucochinasi 
è il membro predominante di una famiglia di tre o 
quattro isoenzimi della esochinasi, presenti nel fega- 
to adulto. La glucochinasi viene quindi chiamata an- 
che esochinasi D oppure esochinasi IV. Nel testo è 
riportato che la glucochinasi è specifica per il gluco- 
sio (paragrafo 16.2A), ma ciò non è strettamente ve- 
ro , poiché l’enzima fosforila anche il fruttosio a con- 
centrazioni molto più elevate di quelle fisiologiche. 
La Fig. 17.15 mostra che la glucochinasi, un enzima 
monomerico con un solo sito di legame per il gluco- 


Sio, segue la cinetica di Michaelis-Menten (iperboli- 


ca). Per questo enzima la relazione tra la velocità e 
la concentrazione del substrato ha, in realtà, un an- 
damento sigmoide, anche se si ritiene che l'enzima 
sia monomerico e quindi incapace di un comporta- 
mento cooperativo. Poiché la curva della velocità della 
glucochinasi ha la sua pendenza massima ad una con- 
centrazione di glucosio di 2,4 mM, un valore vicino 
a quello della concentrazione normale di glucosio nel 
sangue, questa sigmoidicità può avere un significato 
fisiologico. 
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Il trasporto attraverso le membrane 
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2. CINETICA E MECCANISMO 
DI TRASPORTO 
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3. IL TRASPORTO ATTIVO 
GUIDATO DALL'ATP 


D. Traslocazione di gruppo 
Struttura ai raggi X di E IIg 


Il sistema fosfotransferasico fosfoenolpiruvato (PEP)- 
dipendente (PTS) media il trasporto e la concomitan- 
te fosforilazione di diversi tipi di zuccheri. Il trasporto 
del glucosio nell’E. coli avviene attraverso cinque rea- 
zioni sequenziali di trasferimento del gruppo fosfo- 
rico tra residui di His di quattro proteine PTS: 
PEPE I--= HPr > EI; bl# glu- 
cosio (Fig. 18.23; notate che E III, ed E Il; sono indi- 
cati come E IIS" e E 118°). Oltre a questo ruolo nella 
fosforilazione del glucosio, E III, partecipa anche ad 
un sistema di trasduzione del segnale coinvolto nella 
regolazione di alcune vie metaboliche. E Ily contie- 
ne due residui di His, His 75 e His 90, necessari per 
il trasferimento del fosfato, ma soltanto l’His 90 ser- 
ve ad accettare un gruppo fosforico dall’HPr. La strut- 
tura ai raggi X dell’E III; di E. coli mostra che que- 
sti due residui di His sono vicini (i loro atomi di azo- 
to N(3) distano 3,3 À) in una depressione sulla super- 
ficie della proteina che è circondata da un anello idro- 
fobico con un diametro di circa 18 À, costituito dalle 
catene laterali di 11 residui (Phe, Val e Ile). È stato 
proposto che l’E III, possa interagire con altre pro- 
teine attraverso questa regione idrofobica. 
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CAPITOLO 19 


I! ciclo dell'acido citrico 


2. FONTI METABOLICHE DI ACETIL- 
COENZIMA A 


A. Il complesso multienzimatico 
della piruvato deidrogenasi 


Struttura ai raggi X della diidrolipoil transacetilasi 


Il complesso multienzimatico della piruvato deidro- 
genasi è costituito da molte copie di almeno tre enzi- 
mi diversi, la piruvato deidrogenasi (E;), la diidroli- 
poil transacetilasi (E) e la diidrolipoil deidrogenasi 
(E4). Nel loro insieme questi enzimi catalizzano la 
decarbossilazione ossidativa dell'acido piruvico fur- 
mando acetil-CoA in una reazione a più tappe che 
coinvolge i coenzimi TPP, lipoamide, NAD*, FAD 
e Coenzima A (Fig. 19.3). E: contiene diversi domi- 
ni: uno o più domini N-terminali lipoilici (circa 100 
residui), ognuno dei quali ha un residuo di acido li- 
poico legato mediante una base di Schiff con un resi- 


duo di Lys, un dominio che lega VE; (circa 50 resi. 


dui) e un dominio C-terminale (circa 250 residui) che 
contiene il centro catalitico dell'enzima ed i suoi siti 
di legame intersubunità. Questi domini sono uniti da 
segmenti ricchi di Ala e Pro che, per il loro elevato 
grado di flessibilità, forniscono ai domini lipoilici la 
mobilità necessaria per interagire con E; ed E3. 
La struttura ai raggi X del dominio C-terminale (re- 
sidui 409-638) di E, del batterio gram-negativo Azo- 
tobacter vinelancdlii conferma le osservazioni effettuate 
in precedenza al microscopio elettronico (Figg. 7.64b 
e 7.65a), cioè che la proteina forma un insolito com- 
plesso a 24 subunità in cui trimeri legati molto salda- 
mente sono disposti agli angoli di una forma cubica 
(simmetria rotazionale O; Fig. 7.57c) con bordi lun- 
ghi 125 À. Questa organizzazione, sembra rappre- 
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sentare la struttura portante dell’intero complesso 
multienzimatico. Questa struttura, insiema a quella 
di E3 ha portato alla formulazione di un modello in 
cui la separazione tra i siti attivi di subunità di E, 
e di E3 è di 45 À, mentre quella nei trimeri è di 34 
À, una distanza significativamente inferiore. Ciò sug- 
gerisce, in accordo con dati biochimici e spettrosco- 
pici, che un singolo residuo lipoilico legato al suo do- 
minio possa accoppiare i siti attivi di tutte e tre le 
subunità di E, presenti sull’angolo del cubo. 
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Struttura ai raggi X 
della diidrolipoil deidrogenasi (E3) 


La diidrolipoil deidrogenasi (E3, nota anche con il no- 
me di lipoil deidrogenasi) catalizza la formazione os- 
sidativa del ponte disolfuro della lipoamide con la 
concomitante riduzione del NAD*. L’E3 non è sol- 
tanto un componente della piruvato deidrogenasi, ma 
in tutti gli organismi è anche un componente dei com- 
plessi multienzimatici della a-chetoglutarato deidro- 
genasi (un enzima del ciclo dell’acido citrico; para- 
grafo 19.3D) e della a-chetoisovalerato deidrogenasi 
(coinvolta nella degradazione degli amminoacidi ra- 
mificati), una famiglia di complessi multienzimatici 
che vanno sotto il nome collettivo di complessi mul- 
tienzimatici delle 2-osso (cheto) acido deidroge- 
nasi. Il meccanismo catalitico di Ez è sostanzialmen- 
te identico a quello della glutatione reduttasi (para- 
grafo 14.4) anche se i substrati di quest’ultimo enzi- 
ma sono il NADPH e il disolfuro del glutatione e la 
direzione della sua reazione è opposta a quella della 
diidrolipoil deidrogenasi. La diidrolipoil deidrogena- 
si di Azotobacter vinelandii è un enzima dimerico 
con due subunità identiche di 466 residui. La sua 
struttura ai raggi X rivela che l’enzima si ripiega in 
un modo molto simile a quello della glutatione re- 
duttasi umana, anche se vi è soltanto il 26% di omo- 
logia di sequenza tra i due enzimi. Vi sono però al- 
cune differenze nelle strutture terziarie e quaterna- 
rie di questi enzimi, mentre i loro siti attivi localiz- 
zati alle interfacce del dimero sono molto simili. 
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Azotobacter vinelandii at 2,2 À resolution», J. Mol. Biol., 
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3. GLI ENZIMI 
DEL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 
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CAPITOLO 20 


Trasporto degli elettroni 
e fosforilazione ossidativa 


2. TRASPORTO DEGLI ELETTRONI 
B. La sequenza del trasporto degli elettroni 


Revisione del valore del rapporto P/0 mitocondriale 
e del numero di molecole di ATP prodotte 
da una molecola di glucosio ossidato 


Sono state effettuate di recente misure del rapporto 
P/O nei mitocondri di fegato di ratto con una parti. 
colare cura per correggere gli errori sperimentali si- 
stematici che derivano dalla valutazione della quan- 


». tità di ossigeno, dalla presenza di AMP e dalla perdi- 


ta di protoni dai mitocondri. Queste misure hanno 
reso valori vicini a 2,5 1,5 e 1 per l’ossidazione ri- 
spettivamente del NADH, FADH; e dell’ascorbato/ 
TMPD, invece dei valori riportati nel testo di 3,2 ed 
1 (Fig. 20.12). Il passaggio di una coppia di elettroni 
attraverso il Complesso III (citocromo c reduttasi) de- 
termina il pompaggio di una quantità di protoni suf- 
ficiente a generare soltanto 0,5 molecole di ATP, una 
quantità che concorda in un certo modo con il minor 
valore di AG°’ del Complesso III rispetto a quelli del 
complesso I e IV (Fig. 20.8). La teoria chemiosmotica 
consente di avere numeri non interi del valore del 
rapporto P/O in quanto il numero di protoni pompa- 
ti da uno dei componenti della catena di trasporto 
degli elettroni non è necessariamente un multiplo in- 


tero del numero di protoni richiesto per la sintesi 
di una molecola di ATP da ADP e P.,. 

Il numero di protoni trasportato attraverso la mem- 
brana a livello di ogni sito di accoppiamento (il rap- 
porto H*/O) non è ancora stato stabilito con esat- 
tezza, ma sembra ormai chiaro che questi valori so- 
no diversi da quelli riportati nella Fig. 20.13. I valori 
maggiormente accettati (e considerati più realistici) 
sono: quattro protoni pompati fuori dalla matrice a 
livello del Complesso I , due protoni a livello del Com- 
plesso III e di nuovo quattro a livello del Complesso 
IV, per un totale di 10 H* per ogni NADH ossidato. 
Si ritiene ancora che la Fo-F:-ATPasi richieda la tra- 
slocazione di tre protoni nella matrice per ogni ATP 
sintetizzato. Poiché il traslocatore ADP-ATP mitocon- 
driale scambia ATP*- della matrice con ADP?- del 
citoplasma, il trasporto di ATP al citoplasma deve 
essere accompagnato dal trasporto netto di uno ione 
H* nella matrice. Quindi i dieci protoni traslocati 
dalla matrice per ogni NADH ossidato producono 2,5 
molecole di ATP; i sei protoni traslocati dalla matri- 
ce dal FADH; producono 1,5 ATP; questi valori so- 
no in accordo con le misure dei rapporti P/O sopra 
descritte. 

Alla luce di quanto detto, ricalcoliamo ora il nume- 
ro di molecole di ATP citoplasmatico generate dal- 
l'ossidazione completa di una molecola di glucosio. 
Le 10 molecole di NADH e le due di FADH: prodot- 
te per ogni glucosio ossidato renderanno quindi 28 
molecole di ATP citoplasmatico. Vi sono inoltre le 
due molecole di GTP sintetizzate nella matrice dalla 


reazione della succinil-CoA sintetasi del ciclo dell’a- . 


cido citrico che vengono convertite in due molecole 
di ATP dalla nucleoside difosfato chinasi (paragrafo 
15.4C) e poi trasportato nel citosol accompagnato da 
2H* — 0,5 ATP con una resa netta di 1,5 molecole 
di ATP nel citoplasma. Bisogna infine aggiungere le 
due molecole di ATP prodotte nella glicolisi. La som- 
ma di tutti questi valori porta a 31,5 molecole di ATP 
per glucosio, un valore significativamente più picco- 
lo di quello riportato nel testo (38 molecole di ATP 
per ogni glucosio). Questo numero deve essere ridot- 
to a 29,5 molecole di ATP se si considera in alcuni 
tessuti il trasporto delle due molecole di NADH cito- 
plasmatiche prodotte dalla glicolisi nella matrice mi- 
tocondriale può avvenire mediante il sistema navet- 
ta del glicerofosfato (invece di quello dell’aspartato- 
malato), che in sostanza converte il NADH citopla- 
smatico in FADH; mitocondriale. 


BIBLIOGRAFIA 


Hinxte, P.C., KUMAR, M.A., RESETAR, A. e HARRIS, D.L., 
(1991), «Mechanistic stoichiometry of mitochondrial oxi- 
dative phosphorvlation», Biochemistryv, 30, pp. 3576-3582. 


1380 Supplemento 1992 


C. Componenti della catena 
di trasporto degli elettroni 


La succinato deidrogenasi 
può agire come un diodo molecolare 


La succinato deidrogenasi, che catalizza l’ossidazio- 
ne del succinato a fumarato, è il solo enzima del ciclo 
dell'acido citrico ad essere legato alla membrana mi- 
tocondriale interna (gli altri sette enzimi del ciclo del- 
l’acido citrico sono presenti nella matrice mitocon- 
driale). Questo enzima è un componente del Com- 
plesso II (succinato-coenzima Q reduttasi), che serve 
ad iniettare elettroni nella catena di trasporto degli 
elettroni trasferendoli al coenzima Q (Fig. 20.8). La 
succinato deidrogenasi è costituita da due subunità 
idrofiliche che contengono rispettivamente una mo- 
lecola di FAD legato saldamente e tre centri Fe-S; que- 
ste subunità si associano, all’interno del Complesso 
II, a due proteine transmembrana che legano insie- 
me un gruppo eme b formando il citocromo bsso- 

Quando la succinato deidrogenasi viene legata sulla 
superficie di un elettrodo di grafite (probabilmente me- 
diante regioni idrofobiche e gruppi carbossilici sulla su- 
perficie della grafite) in presenza di succinato, l’enzi- 
ma trasferisce rapidamente gli elettroni all’elettrodo 
con la concomitante ossidazione del succinato a fuma- 
rato. Sorprendentemente, se la direzione della reazio- 
ne viene invertita mediante l’applicazione di un eleva- 
to potenziale negativo all’elettrodo ed in presenza di 
fumarato, la produzione di succinato è molto scarsa. 
Evidentemente la succinato si comporta come un dio- 
do molecolare, cioè è in grado di catalizzare in modo 
efficace un flusso di elettroni dal succinato al coenzi- 
ma Q. Questo effetto può avere rilevanza fisiologica in 
quanto potrebbe prevenire l’inversione della direzio- 
ne delle reazioni del ciclo dell’acido citrico in condizioni 
anaerobiche, per esempio, nel muscolo in condizioni 
di superlavoro. È stato ipotizzato che questa asimme- 
tria dell'attività catalitica possa essere una consegueft- 
za di un effetto cinetico in cui il legame e la dissocia- 
zione del substrato dall’enzima sono impedite quando 
l'anello flavinico è nello stato ridotto come quando l’en- 
zima è sotto l’influenza di forte potenziale riducente. 
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Riporta una descrizione dettagliata del probabile mec- 
canismo chimico per l’attivazione dell'O. e la riduzio- 
ne della citocromo ossidasi (Complesso IV). 

CAPALDI, R.A., (1991), «Structural features of mitochondrial 
electron-transfer chain», Curr. Opin. Struct. Biol., 1, pp. 
562-568. 

Moore, G.R. e PETTIGREW, G.W., (1990), Cvtochromes c. Evo- 
lutionary, structural and physiochemical aspects, 
Springer-Verlag. 

VERVOORT, J., (1991), «Electron-transfering proteins», Curr. 
Opin. Struct. Biol., 1, pp. 889-894. 


4. CONTROLLO 
DELLA PRODUZIONE DI ATP 
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CAPITOLO 21 


Altre vie del metabolismo dei carboidrati 


1. GLUCONEOGENESI 
A. La via gluconeogenetica 


Quantificazione della gluconeogenesi 
e della glicogenesi mediante !5C NMR 


È chiaro che la gluconeogenesi e glicogenolisi nel fe- 
gato sono processi essenziali che hanno la funzione 
di mantenere costante il livello di glucosio nel san- 
gue durante periodi di digiuno (paragrafo 17.3F), ma 
la loro efficienza relativa nell'uomo è sempre stata 
molto difficile da calcolare. La velocità netta della gli- 
cogenolisi epatica in adulti a digiuno fu misurata usan- 
do la spettroscopia !5C NMER e quella della gluconeo- 
genesi epatica fu determinata sottraendo il valore del- 
la velocità della glicogenolisi da quella della produ- 
zione di glucosio totale nel corpo valutata mediante 
la velocità di turnover del glucosio triziato. Durante 
le prime 22 ore di digiuno, il glicogeno epatico dimi- 
nuisce più o meno linearmente e la gluconeogenesi 
produce il 64% del glucosio totale in tutto questo pe- 
riodo. La velocità della glicogenolisi tende quindi a 
diminuire nelle successive 46 ore fino a che la gluco- 
neogenesi diventa la sola produttrice di glucosio. 
Quindi la gluconeogenesi fornisce una frazione s0- 
stanziale del glucosio prodotto da un uomo durante 
il digiuno, anche dopo poche ore. 
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3. BIOSINTESI DEGLI OLIGOSACCARIDI 
E DELLE GLICOPROTEINE 


B. Sintesi delle glicoproteine 


Topografia della glicosilazione 
nel reticolo endoplasmatico 


La via di sintesi del dolicolo-PP-oligosaccaride è mol- 
to più complicata di quanto la Fig. 21.15 possa sugge- 
rire, in quanto il prodotto (mannosio);(N-acetilgluco- 
sammina),-PP-dolicolo della tappa 3 della Fig. 21.15 
si viene a formare con l’oligosaccaride; che si estende 
fuori dalla superficie citoplasmatica della membrana 
del reticolo endoplasmatico (ER). Questo precursore 
deve quindi essere traslocato attraverso la membra- 
na dell’ER, in modo che si estenda al di fuori della 
membrana del lume dell’ER e la sintesi dell’oligosac- 
caride possa continuare. Analogamente, il dolicolo-P- 
mannosio e il dolicolo-P-glucosio (tappe 9 e 10 della 
Fig. 21.15) vengono sintetizzati sulla superficie cito- 


plasmatica dell'ER e sono trasferiti sulla superficie » 


del lume per essere aggiunti al «nucleo» dell’oligosac- 
caride che sta crescendo. I meccanismi che sono alla 
base di queste traslocazioni sono ancora sconosciuti. 
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CAPITOLO 22 


Fotosintesi 


2. REAZIONI ALLA LUCE 


Danni all'apparato fotosintetico indotti dalla luce 
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Il centro di reazione del fotosistema II a 23 subunità 
nell’apparato fotosintetico che produce O; è costitui- 
to da due subunità, Dj e D2, che si pensa formino 
un eterodimero simile all’eterodimero L/M del cen- 
tro di reazione fotosintetico dei batteri (Fig. 22.9). Dj 
contiene siti di legame per il donatore e l’accettore 
degli elettroni primari, il P680 e la feofitina, e pure 
la Tyr 161, identificata come il composto Z, l’inter- 
medio redox tra il complesso contenente Mn che svi- 
luppa ossigeno (OEC) ed il P680*. 

Anche se la luce è ovviamente la forza trainante 
della fotosintesi, in condizioni di luce ad alta intensi- 
tà che produce una riduzione completa del gruppo 
di molecole di plastochinone che funzionano da ac- 
cettori di elettroni, i radicali dell’ossigeno altamente 
reattivi prodotti dal complesso contenente Mn che 
sviluppa O: (OEC) possono distruggere il fotosistema 
Il e quindi bloccare la fotosintesi. Le piante si proteg- 
gono da questi danni irreparabili sacrificando Di, il 
sito primario di danno indotto dalla luce, mediante 
un’autoproteolisi del D; fotoinattivato (l’autoproteo- 
lisi viene bloccata da inibitori delle serina proteasi). 
Ciò determina il rilascio degli agglomerati di Mn del 
OEC impedendo la produzione di radicali tossici del- 
l'ossigeno. Le piante sopravvivono a questa inattiva- 
zione del loro apparato fotosintetico in quanto posso- 
no risintetizzare rapidamente D; (il prodotto di un 
gene dei cloroplasti, il cui mRNA è il più rappresen- 

tato di qualsiasi altro in questo compartimento cellu- 

| lare) e riorganizzarlo con le altre 22 subunità non 
danneggiate del fotosistema II, per formare il com- 
plesso attivo. Quindi le piante si proteggono dagli 
effetti dannosi della luce troppo intensa inattivando 
temporaneamente il loro apparato fotosintetico e ral- 
lentando la loro crescita. 
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EL-KABBANI, O., CHanG, C.-H., Tie, D., NORRIS, J. e ScHIF- 
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Rhodobacter sphaeroides and Rhodopseudomonas viri- 
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tions», Biochemistry, 30, pp. 5361-5369. 
Un dettagliato confronto tra due strutture ai raggi X 
di due centri di reazione fotosintetici, le cui subunità 
H, M ed L hanno omologie di sequenza rispettivamente 
del 39%, 50% e 59%. 


3. REAZIONI AL BUIO 
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CAPITOLO 23 


Il metabolismo lipidico 


T. DIGESTIONE, ASSORBIMENTO 
E TRASPORTO DEI LIPIDI 


Un modello alternativo 


per l’attivazione interfacciale delle lipasi 


L'attività catalitica delle lipasi aumenta all’interfac- 
cia lipide-acqua, un fenomeno noto con il nome di 
attivazione interfacciale. Studi strutturali condotti sul- 
la fosfolipasi A; da veleno di api e di cobra hanno 
stabilito che l’attivazione interfaccia di questi due en- 
zimi deriva dalle proprietà conformazionali e pro- 
tettive del doppio strato lipidico piuttosto che da una. 
variazione conformazionale dell'enzima dopo il le- 
game al doppio strato (paragrafo 23.1). Nella triacil- 
glicerolo lipasi del fungo Rhizomucor miehei, Vatti- 
vazione da interfaccia viene invece prodotta da uno 
spostamento di una specie di cappello o lembo della 
proteina che espone i gruppi catalitici e genera una 
superficie non polare che probabilmente stabilizza 
il legame dell’enzima al doppio strato. La lipasi pan- 
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creatica umana, che ha una sequenza amminoacida 
non correlata a quella dell'enzima citato prima, ha 
un cappello di forma elicoidale sul sito attivo e quin- 
di può essere attivata con un meccanismo analogo 
a quello descritto sopra. 

Questo modello è suffragato dall’analisi della strut- 
tura della cutinasi di Fusarium solani pisi, un enzi- 
ma simile ad una lipasi che idrolizza i triacilgliceroli 
e degrada la cutina, la matrice insolubile lipido- 
poliestere che ricopre la superficie delle piante. Que- 
sto enzima non presenta l’attivazione da interfaccia: 
è attivo sia sui triacilgliceroli solubili che su quelli 
emulsionati. Ciò viene spiegato sulla base dell’osser- 
vazione che nella cutinasi, al contrario delle lipasi, 
il residuo di Ser attivo è accessibile al solvente invece 
di essere nascosto da un cappello proteico. 
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A. L'attivazione degli acidi grassi 


Struttura ai raggi X della proteina 
che lega gli acidi grassi 


I composti idrofobici come gli acidi grassi sono tra- 
sportati nelle soluzioni intra- ed extracellulari da spe- 
cifiche proteine. Ciò aumenta la solubilità in acqua 
di queste sostanze ( di solito praticamente insolubili) 
e protegge le membrane lipidiche e gli enzimi dagli 
effetti detergenti di queste sostanze anfipatiche (ri- 
cordate che i saponi sono sali di acidi grassi). La pro- 
teina che lega gli acidi grassi dell’intestino di rat- 
to (I-FABP), una proteina citoplasmatica monomeri- 
ca di 131 residui, è un membro della famiglia delle 
proteine intracellulari che legano gli acidi grassi e 
che servono ad assumere, trasportare o indirizzare 
metabolicamente al giusto bersaglio i loro ligandi i- 
drofobici. 

La struttura ai raggi X della I-FABP, sia da sola che 
in complesso con una singola molecola di palmitato, 
ha consentito di stabilire che la proteina è costituita 
in gran misura da dieci catene 8 antiparallele orga- 
nizzate in due foglietti 8 ortogonali. Il palmitato oc- 
cupa uno spazio tra due catene f8 e si viene a trovare 
tra i due foglietti con un orientamento che per quasi 
tutta la sua lunghezza viene ad essere parallelo alla 
catena 8 in cui è inserito (questa struttura viene an- 
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che chiamata una «pinza 6»). Il gruppo carbossilico 
del palmitato interagisce con l’Arg 106, la Gln 115 
e con due molecole di acqua, mentre i sruppi metile- 
nici sono in contatto con diverse catene laterali idro- 
fobiche, la maggior parte di residui aromatici. 
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6. METABOLISMO DEL COLESTEROLO 
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7. IL METABOLISMO DELL'ARACHIDONATO: 
PROSTAGLANDINE, PROSTACICLINE, TROMBO- 
XANI, LEUCOTRIENI 
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CAPITOLO 24 


Metabolismo degli amminoacidi 


4. GLI AMMINOACIDI 
COME PRECURSORI BIOSINTETICI 


A. La biosintesi e la degradazione dell’eme 


Come fa la clorochina a prevenire la malaria 


La malaria è causata dal parassita della zanzara Pla- 


smodium falciparum, che si moltiplica all’interno dei 
globuli rossi distruggendoli in un ciclo di due giorni. 
Durante le fasi intraeritrocitarie del suo ciclo vitale, 
il parassita sopperisce ai suoi bisogni nutrizionali pro- 
teolizzando l’emoglobina nel suo vacuolo acido. Que- 
sto processo provoca il rilascio del gruppo eme che, 
nella forma solubile, è tossico per il parassita in quan- 
to danneggia le membrane cellulari ed inibisce una 
varietà di enzimi. Quindi, a differenza della cellula 
umana ospite, non essendo il Plasmodium in grado 
di degradare l’eme, lo accumula nel suo vacuolo per 
il cibo sotto forma di granuli bruni innocui noti con 
il nome di emozoina costituita da cristalli di gruppi 
eme polimerizzati e tenuti uniti da legami ferro- 
gruppi carbossilici tra gli ioni ferrici e le catene late- 
rali propioniche delle molecole di eme adiacenti. 

La clorochina (la sua formula è al paragrafo 
del testo), un membro della famiglia di antimalarici 
contenente un anello chinolinico comprendente an- 
che il chinino, è uno degli agenti antimalarici più 
efficaci prodotti dall'uomo. Il composto è efficiente 
contro il parassita soltanto nelle sue fasi intraeritro- 
citarie. Il farmaco, essendo una base debole che può 
attraversare facilmente la membrana nella sua for- 
ma scarica, si accumula nel vacuolo acido del cibo 
del Plasmodium nella forma acida (carica) a concen- 
trazioni che possono arrivare a millimolare. Recenti 
lavori hanno stabilito che la clorochina e diversi altri 
composti antimalarici contenenti l’anello chinolinico 
inibiscono la eme polimerasi del Plasmodium, l’en- 
zima responsabile della formazione dei legami tra 
i gruppi eme nell’emozoina. L’inibizione di questo 
enzima in vivo è probabilmente responsabile delle 
proprietà antimalariche di questo agente. 

L'uso massiccio di clorochina presenta però effetti 
che portano alla comparsa di parassiti resistenti alla 
clorochina praticamente in ogni regione malarica del 
mondo. I parassiti resistenti non concentrano la clo- 
rochina nel loro vacuolo del cibo a livelli così elevati 
come quelli riscontrati nei parassiti sensibili. Essi in- 
vece esportano il farmaco al di fuori del loro vacuolo 
ad una velocità circa 50 volte superiore di quella de- 
gli organismi sensibili. Sembra improbabile che la 
resistenza alla clorochina dipenda da alterazioni strut- 
turali della eme polimerasi. Poiché l’attività della clo- 
rochina e la resistenza alla clorochina si manifestano 
con meccanismi diversi, è probabile che diventi pos- 
sibile modificare le strutture dei composti antimala- 
rici attuali o sviluppare nuovi inibitori dell’eme poli- 
merasi che sostituiscano quelli a cui il Plasmodium 
è diventato resistente. 
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quine of a novel heam polymerase enzyme activity in 
malaria trophozoites», Nature, 355, pp. 167-169. 
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5. LA BIOSINTESI DEGLI AMMINOACIDI 
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6. LA FISSAZIONE DELL'AZOTO 
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CAPITOLO 26 


II metabolismo dei nucleotidi 


4. LA FORMAZIONE DI 
DEOSSIRIBONUCLEOTIDI 


A. La produzione dei residui di deossiribosio 
Struttura ai raggi X della tioredossina reduttasi 


La ribonucleotide reduttasi ridotta viene riossidata 
dalla tioredossina che, a sua volta, viene riossidata 
dalla tioredossina reduttasi in una reazione a cui par- 
tecipa il NADPH. Quest'ultimo enzima è una disoltu- 
ro ossidoreduttasi come la glutatione reduttasi (para- 
grafo 14.4), ma le differenze strutturali tra questi due 
enzimi sono tali da presupporre una evoluzione sia 
divergente che convergente. Le relazioni evoluzioni. 
stiche di questo tipo sono discusse nel paragrafo 14.4 
(Glutatione reduttasi) di questo supplemento. 
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5. LA DEGRADAZIONE DEI NUCLEOTIDI 
A. Il catabolismo delle purine 


Struttura ai raggi X e meccanismo 
dell’adenosina deamminasi 


L’adenosina deamminasi (ADA) catalizza l’idrolisi ir- 
reversibile dell’adenosina e della deossiadenosina nei 
corrispondenti nucleosidi inosinici e NHy. L’ADA di 
topo è stata cristallizzata in presenza di un ribonu- 
cleoside purinico, un analogo del substrato ed ini- 
bitore dell'ADA. La struttura ai raggi X di questi cri- 
stalli ha rivelato che Venzima forma un barile a-8 
a otto catene con l’inibitore legato in una profonda 
tasca all'estremità C-terminale del barile (i barili a-8 
sono discussi nel paragrafo 8.3). L'inibitore si lega 
al’ADA in un'insolita forma idratata, la 6R-idros- 
si-1,6-diidropurina ribonucleoside (DPR), che 
potrebbe rappresentare l'analogo dello stato di tran- 
sizione ideale dell'enzima. Anche se è stato riportato 
che l’ADA non richiede cofattori, la sua struttura ai 
raggi X mostra chiaramente la presenza di un atomo 
di zinco legato alla parte più profonda della tasca 
del sito attivo e pentacoordinato con tre catene late- 
rali di residui di His, un gruppo carbonilico di un 
residuo di Asp e l'atomo 0(6) dell’HDPR. Questo com- 
posto è quasi completamente immerso nella protei- 
na; questo fatto suggerisce che uno o entrambi i ri- 
piegamenti che formano un parziale «cappello» alla 
tasca del sito attivo si spostino per consentire l’in- 
gresso e l'uscita dal sito catalitico. Considerazioni sulla 
struttura del sito attivo hanno portato a proporre un 
meccanismo catalitico in cui Asp 295, che agisce da 
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base generale, sottrae un protone da una molecola 
di acqua legata ed attivata dallo ione Zn°* la quale 
attacca nucleofilicamente l’atomo C(6) dell’adenina for- 
mando un intermedio tetraedrico. I prodotti si for- 
mano poi per eliminazione di ammoniaca. Alternati- 
vamente, l'aggiunta di acqua e l’eliminazione di am- 
moniaca possono avvenire in modo sincrono con un 
meccanismo Sy2. In circa un terzo dei casi di malat- 
tie da grave immunodeficienza sono stati riscontrati 
difetti ereditari nell’ADA. Le mutazioni in tutte otto 
le varianti fino ad ora conosciute ottenute da pazien- 
ti con immunodeficienza sembrano avere perturba- 
to il sito attivo dell’ADA. 
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CAPITOLO 28 


La struttura e la manipolazione 
degli acidi nucleici 


2. LE STRUTTURE A DOPPIA ELICA 
B. Altre eliche di acido nucleico 


Un RNA che forma in soluzione ripiegamenti 
a forcina, ma che cristallizza come una doppia elica 


Il più comune elemento della struttura secondaria 
degli RNA naturali è il ripiegamento a forma dì for- 
cina, un segmento di polinucleotide che sì ripiega 
su se stesso formando un breve stelo con le basi ap- 
paiate ed un ripiegamento in cui le basi non sono 
appaiate. Il numero di nucleotidi in un ripiegamento 
è variabile: gli RNA di trasferimento hanno ripiega- 
menti di 7-8 residui nucleotidici (Fig. 30.12), mentre 
l’RNA ribosomiale ha ripiegamenti a quattro residui 
(Fig. 30.33). Anche se in linea di principio possono 
esistere 4* - 256 diversi tipi di ripiegamenti del- 
PRNA a quattro residui (detti tetraloops), l’analisi 
delle sequenze degli RNA ribosomiali di una varietà 
di organismi indica che circa il 70% dei loro tetra- 
loops hanno la sequenza UNCG oppure GNRA, dove 
R è una purina ed N è un qualsiasi nucleotide. Que- 
ste strutture hanno una considerevole stabilità ter- 
modinamica. 


Nel tentativo di stabilire come la sequenza stabiliz- 
zi la conformazione di questi ripiegamenti, è stata 
determinata, sia in soluzione usando tecniche di NMR 
che mediante cristallografia ai raggi X, la struttura 
dell’RNA 5’-GGACUUCGGUCC-3' (i residui del ripie- 
gamento sono in neretto). In soluzione, l’RNA forma 
un tetraloop in cui i quattro nucleotidi esterni a cia- 
scuna estremità del ripiegamento si congiungono for- 
mando uno stelo di basi con appaiamento canonico, 
secondo lo schema di Watson e Crick. La prima e 
l’ultima base del ripiegamento formano una coppia 
non canonica U - G (una cosiddetta coppia oscillante 
presente comunemente negli RNA di trasferimento 
e nelle interazioni codone-anticodone; Figg. 30.15 e 
30.21); in sostanza il ripiegamento non ha basi non 
appaiate. La coppia di basi U - G è impilata sulla cop- 
pia di basi C- G dello stelo, mentre la base C del ri- 
piegamento sta sopra la coppia di basi U - G e forma 
legami idrogeno con un gruppo fosforico attraverso 
il ripiegamento, generando così una struttura com- 
patta che presumibilmente è responsabile dell’eleva- 
ta stabilità del loop. 

Nel cristallo, invece, due molecole di 5'-GGAC 
UUCGGUCC-3’ si uniscono per formare una doppia 
elica che ricorda molto da vicino la classica elica ideale 
A-RNA. Questa struttura palindromica centrale a 
quattro basi è formata da due coppie oscillanti U - G 
da due coppie di basi U-C mai osservate, prima. 
Ognuna di queste coppie U - C ha soltanto ur legame 
idrogeno base-base, quello che si forma tra il C-N(4) 
e ’U-084, ma viene anche stabilizzata da legami idro- 
geno tra gli atomi di azoto delle basi e una molecola 
che si interpone. Inoltre, le eliche dell'RNA si impi- 
lano l’una sull’altra testa contro coda formando una 
pseudo-elica infinita che attraversa tutto il cristallo, 
fisicamente continua se si guarda all’impilamento del- 
le basi, interrotta invece nello scheletro covalente di 
ogni dodecamero. Sono probabilmente queste inte- 
razioni molecolari sfavorite in soluzione che stabiliz- 
zano la conformazione a doppia elica nel cristallo in- 
vece di quella a ripiegamento. 
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C. Le dimensioni del DNA 


Il DNA telomerico dimerizza 


mediante la formazione di quartetti G 


I telomeri, che sono localizzati ad entrambe le estre- 
mità dei cromosomi lineari, sono costituiti da corte 
sequenze ripetute ricche di basi G sulla catena del 
DNA che termina con 3’ che si sovrappone alla sua 
estremità 3° a circa due di queste unità ripetitive. 
La sintesi e la probabile funzione biologica dei telo- 
meri vengono discusse nel paragrafo SILA. 

È noto da molti anni che la guanina forma coppie 
di basi del tipo Hoogsteen che possono poi associarsi 
tra loro generando tetrameri ciclici noti con il nome 
di quartetti G. I polinucleotidi ricchi in G sono dif- 
ficilmente manipolabili proprio per la loro propen- 
sione a formare aggregati. Le catene ricche in G dei 
telomeri che si sovrappongono dimerizzano forman- 
do in soluzione complessi stabili. probabilmente at- 
traverso la produzione di strutture contenenti quar- 
tetti G, come quelle che verranno descritte in segui 
to. È stato suggerito che queste strutture possano me- 
diare l'allineamento e accoppiamento iniziale di due 
catene di DNA a doppia elica in un processo biologi- 
co vitale come la ricombinazione. Un'altra possibili- 
tà, che deriva dall'osservazione che i quartetti G ini 
biscono la telomerasi, Venzima che sintetizza i telo- 
meri, è che la formazione dei quartetti G possa agire 
da regolazione negativa della relomerasi. 

La sovrapposizione 3/-terminale dei protozooi ci- 
liati ha la sequenza d{(yG,y} che ricorda la sequen- 
za telomerica ripetitiva di altri organismi. La strut- 
tura del dodecamero d{GT.G.;) è stata determinata 
sia con la cristallografia ai raggi x che in soluzione 
con tecniche NMR. Nel cristallo, ognuno di questi oli- 
gonucleotidi si ripiega su se stesso formando una for- 
cina, due delle quali si associano in maniera antipa- 
rallela per formare una struttura che contiene quat: 
to quartetti G impilati, con le sequenze Ty che ge- 
nerano i ripiegamenti all'estremità di ogni strato. In 
soluzione, la struttura del d(G;TGy) è simile a quel 
la del cristallo con Veccezione che i ripiegamenti 1, 
si estendono diagonalmente agli strati dei quartetti 
G, invece che ai bordi opposti in modo che una data 
G si accoppi soltanto con una G dell'altra catena. Que- 
sta differenza strutturale è stata attribuita ai diversi 
sali usati nelle due determinazioni. 
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4. IL FRAZIONAMENTO DEGLI ACIDI NUCLEICI 
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5. IL DNA SUPERAVVOLTO 


A. Le topoisomerasi 


La struttura ai raggi X di un frammento N-terminale 
della subunità B della DNA girasi 


La DNA girasi è una topoisomerasi tipo II dei proca- 
rioti che catalizza il superavvolgimento negativo del 
DNA. L'enzima di E. coli è un eterotetramero A;Ba 
in cui la subunità A di 875 residui catalizza la reazio- 
ne di rottura e di riunione e la subunità B di 804 
residui contiene il sito ATPasico. Studi al microsco- 
pio elettronico hanno stabilito che è la girasi una pro- 
teina a forma di cuore in cui le subunità A formano 
il lobo superiore e più grande della struttura. La gi- 
‘asi lega circa 120 bp del DNA-B. sufficiente a for- 
mare un singolo giro intorno alla proteina. 

È stata determinata la struttura ai raggi X di un 
frammento della subunità B comprendente i residui 
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2-395 della subunità nativa, complessato con l'analogo 
dell'ATP non idrolizzabile 3’-adenilil-8-y-immido- 
difosfato (ADPNP). Il frammento proteico che in so- 
luzione dimerizza in presenza di ADPNP, è costituito 
da due domini. Il dominio N-terminale, che è impli- 
cato nell'idrolisi dell'ATP. lega l'Mg°--ADPNP in mo- 
do che il Mg?- sia esacoordinato con atomi di ossige- 
no di ognuno dei tre gruppi fosforici dellADPNP, due 
molecole di acqua e la catena laterale amidica di un 
residuo di Asn. Il dominio N-terminale fornisce molti 
dei punti di contatto intersubunità del dimero. Il do- 
minio C-terminale forma le pareti di un foro con il 
considerevole diametro di 20À attraverso il dimero. 
lo stesso diametro della doppia elica del DNA-B. Tutti 
i numerosi residui di Arg di questo dominio sono sul 
la parete della cavità, come ci si può aspettare per 
una superficie che deve legare il DNA. Poiché il mec- 
canismo di superavvolgimento della girasi coinvolge 
quasi sicuramente il passaggio in catena di DNA tra 
una rottura della doppia elica tenutazaperta dalla pro- 
teina (Fig. 28.43), è probabile che il foro sopra descrit- 
to partecipi in qualche modo a questo processo. 
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6. LA DETERMINAZIONE DELLA 
SEQUENZA DEGLI ACIDI NUCLEICI 


Sequenza del DNA del cromosoma NI del lievito 


La sequenza di 315 kb del DNA del cromosoma HI 
del Saccaromvces cerevisiae (i) lievito di birra) il ter- 
zo più piccolo di questo organismo con 16 cromoso- 
mi (che comprendono un totale di 14 Mb di DNA) 
è stata determinata per mezzo degli sforzi congiunti 
di 35 laboratori in 17 paesi diversi. Questo rappre- 
senta il segmento contiguo di DNA più grande che 
sia stato sequenziato fino ad oggi. Contiene 182 cor- 
nici di lettura aperte che codificano per altrettante 
proteine putative di almeno 100 residui, 37 delle quali 
corrispondono a geni noti. mentre altre 29 sono si- 
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mili a sequenze note. La frequenza degli errori nel 
22% del cromosoma che è stato sequenziato in alme- 
no due laboratori è stato dello 0,04% per cloni dello 
stesso ceppo c dello 0,062% per cloni di ceppi diversi 
(Nel 65% degli errori nelle cornici di lettura, quella 
sbagliata era la terza basel. 
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7. LA SINTESI CHIMICA 
DI OLIGONUCLEOTIDI 
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8. IL CLONAGGIO MOLECOLARE 
Terapia genetica nana 


Dalla metà del 1066 alla vici del 1992, la terapia 
genetica ha compito progressi enormi, partendo co- 
me una possibilità teovica ed arrivando ad essere una 
realtà clinica con 11 protocolli «perimentali in via di 
sviluppo al giorno oggi. Questi spaziano da proce- 
dimenti di marcatura del seno disegnata per seguire 
il destino di tipi specitici «i cellule della serie bianca 
che erano indirizzati conito alcuni tumori, ai tenta- 
tivi di curare difetti genetici conue limmunodeficien- 
za dipendente da deficit di mienosina deamminasi 
(paragrafo 25.50 € Tipercolesteroiemia famigliare (pa- 
ragrafo 11.4C). Non devono vevò essere ulteriormen- 
te sviluppati gli aspeiti tecnici e di salvaguardia della 
terapia genetica vinana, ma bisogna tenere presenti 
anche considerazioni di ordine filosofico ed etico, pri- 
ma che queste tecniche possano diventare una parte 
normalmente accemnata del repertorio medico. 
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La formazione della tripla elica del DNA può essere 
utilizzata per identificare specifiche sequenze geniche 


La timina può formare una coppia di basi di Hoog- 
stein con l’adenina di una coppia di basi A.T del tipo 
Watson e Crick (T - A - T; Fig. 28.23b) e analogamen- 
te la citosina, che è protonata sull’atomo di azoto del 
suo anello, può formare una coppia di basi del tipo 
Hoogstein con una guanina di una coppia G-C del 
tipo Watson e Crick (C* - G-C). Quindi una poli(pi- 
rimidina) dell’appropriata sequenza può formare cop- 
pie di Hoogstein con la poli(purina) nella fessura prin- 
cipale del DNA duplex poli(purina) - poli(pirimidina), 
generando una struttura a tripla elica in cui, come 
è stato dimostrato, la poli(pirimidina) che forma l’ac- 
coppiamento di Hoogstein è parallela alla poli(puri- 
na). Si stanno inoltre accumulando evidenze sul fatto 
che questa tripla elica possa contenere anche altri 
tipi di triplette di basi, ma con una stabilità minore. 
La possibilità di formare una tripla elica ci consen- 
te di riconoscere seduenze di DNA specifiche. Per 
esempio, un polinucleotide di circa 20 residui studia- 
to per legarsi ad una specifica sequenza di un gene 
può interferire con la trascrizione di quel gene, cosa 
che potrebbe acquistare un interesse terapeutico. In 
alternativa, al polinucleotide potrebbe essere legato 
un reagente che rompe chimicamente la doppia eli 
ca del DNA; questo potrebbe rappresentare un me- 
todo per rompere specifiche sequenze del DNA per 
cui non vi sono enzimi di restriziene. Questo «missi- 
le genetico guidato» potrebbe essere usato per ucci- 
dere cellule cancerose che hanno una specifica muta- 
zione genica (un oncogene; paragrafo 33.4C). 
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Selezione basata sulla PCR di catene singole di DNA 


che legano ed inibiscono la trombina 


x 


La trombina è una proteina della coagulazione del 
sangue che attiva proteoliticamente il fibrinogeno ge- 
nerando la proteina che forma il coagulo, la fibrina. 
Anche se normalmente gli acidi nucleici non legano 
la trombina, la PCR è stata usata per amplificare mo- 
lecole di DNA a catene singole che invece possono 
legare la trombina. È stato sintetizzato un gruppo 
di circa 10! molecole di DNA a catena singola di 
96 nucleotidi che aveva un segmento di 60 nucleoti- 
di di sequenze generate casualmente fiancheggiato 
da sequenze di 18 nucleotidi complementari ai pro- 
motori della PCR sia all’estremità 3’ che a quella 5‘. 
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Il gruppo fu amplificato con la PCR, passato attraver- 
so una colonna contenente trombina immobilizzata 
ed il DNA che si era legato specificamente venne elui- 
to dalla trombina ed amplificato ulteriormente con 
la PCR. In cinque cicli di questa selezione le molecole 
di DNA che legavano la trombina passarono dallo 
0,01% del DNA totale al 40%. Il DNA che legava la 
trombina fu clonato e dei 32 cloni il cui DNA fu se- 
quenziato, 31 contenevano l’esamero GGTTGG a po- 
sizioni variabili all’interno del segmento con sequen- 
za casuale di 60 nucleotidi, mentre la rimanente par- 
te di cloni conteneva la sequenza TGTTGG. Otto di 
questi cloni contenevano una seconda sequenza 
GGNTGG a 2 o 5 nucleotidi di distanza da una delle 
estremità della sequenza GGTTGG. Questa sequenza 
di consenso è almeno in parte responsabile dell’affi- 
nità per la trombina del segmento a 96 nucleotidi. 

Basandosi sui risultati riportati sopra, fu sintetizza- 
ta la sequenza di 15 basi GGTTGGTGTGGTTGG che 
si mostrò in grado di inibire la trombina al 50% ad 
una concentrazione di 25 nm. Questo DNA è efficace 
come anticoagulante come la proteina della sanguisu- 
ga uridina, il più potente inibitore naturale conosciu- 
to della trombina (paragrafo 34.1). Questi risultati sug- 
geriscono che la tecnica di selezione basata sulla PCR 
possa essere particolarmente utile per sviluppare agen- 
ti terapeutici e diagnostici derivati dal DNA. 
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CAPITOLO 29 


La trascrizione 


2. LA RNA POLIMERASI 


E. La terminazione della catena 


Il ruolo della sequenza nei terminatori 
della trascrizione g-indipendenti 


Le molecole di RNA nascenti dai terminatori della 
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trascrizione g-indipendenti dell’E. coli sono caratte- 
rizzati dall'avere un ripiegamento a forcina conte- 
nente uno stelo di basi C + G appaiate seguito da 
una fila da 4 a 10 basi U. Un’indagine su 148 di que- 
sti terminatori ha stabilito che nella maggioranza dei 
casi il ripiegamento a forcina è costituito da uno ste- 
lo di 7 * 2 coppie di basi che inizia con una coppia 
di basi C - G, e termina con un ripiegamento non ap- 
paiato di 4 + 1 basi nucleotidiche, spesso possiedono 
la particolare sequenza stabile tetraloop UUCG op- 
pure GAAA (paragrafo 28.2: Altre eliche di acido 
nucleico di questo supplemento). Questi risultati sug- 
geriscono che la principale caratteristica del ripiega- 
mento a forcina è la sua stabilità. 

Per tentare di verificare questo modello, il termi 
natore tgs del batteriofago ) fu mutato specificamen- 
te in diversi modi e fu valutata la sua efficacia come 
terminatore. Come predice il modello, cambiando G 
di un membro G-C delle coppie di basi dello stelo 
con una A, il terminatore perde la sua efficienza, 
così come se viene sostituita una C con una G. Non 
vi è praticamente alcun effetto se una coppia C-G 
viene cambiata con G-C che mantiene l’appaiamen- 
to. Altre variazioni mutazionali nello stelo che man- 
tengono la sua stabilità strutturale, come la sostitu- 
zione della coppia C + G con una G - C, riducono signi- 
ficativamente l’efficacia del terminatore. Diventa pos- 
sibile postulare che l’efficienza della terminazione del- 
la trascrizione g-indipendente dipenda non solo dal- 
la stabilità del ripiegamento a forma di forcina, ma 
anche dalla sua sequenza specifica. 
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F. Le RNA polimerasi degli eucarioti 
Struttura della RNA polimerasi II di lievito 


La RNA polimerasi II di lievito (paragrafo 29.2) è co- 
stituita da 11 subunità che formano un aggregato con 
una massa molecolare di circa 550 kD. Le due subu- 
nità più grandi sono conservate in tutte le specie e 
si pensa abbiano una funzione fondamentale nella 
sintesi dell'RNA. La struttura della RNA polimerasi 
del lievito è stata determinata ad una risoluzione di 
16 À mediante la ricostruzione di un’immagine tri- 
dimensionale da una fotografia bidimensionale al mi- 


croscopio elettronico dei cristalli della proteina. La 
caratteristica più prominente della struttura è un 
braccio proteico che circonda un canale del diametro 
di 25 À che ricorda quello trovato in precedenza 
nell’RNA polimerasi di E. coli mediante una tecnica 
simile (paragrafo 29.2). Il canale, che ha una larghez- 
za sufficiente a legare il DNA-B, si apre in una fessu- 
ra profonda da 5 a 10 À e larga 25 À che gira intor- 
no alla superficie della proteina per una lunghezza 
di 70-80 À. Da questa fessura si ramifica uno stretto 
canale largo 12-15 À, profondo da 20 a 25 À e lungo 
30 À che può contenere una catena singola di RNA 
o possibilmente di DNA. Vicino a questo punto di 
ramificazione vi è anche un tunnel del diametro di 
8 À che si estende per circa 35 À all’interno della 
proteina. Il suo ruolo è meno chiaro, ma potrebbe 
essere il tunnel di accesso per i nucleotidi substrato 
più semplicemente una regione accessibile al solven- 
te all’interno della proteina in contatto con varie su- 
bunità. 
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3. IL CONTROLLO DELLA TRASCRIZIONE 
NEI PROCARIOTI 


A. | promotori 


La sporulazione nel B. subtilis avviene attraverso 
sequenze di fattori c interagenti 


La sporulazione del Bacillus subtilis rappresenta un 
modello di come una singola cellula può differenzia- 
re in tipi cellulari diversi. Durante la sporulazione, 
un setto posto in una posizione asimmetrica separa 
la cellula sporulante in due compartimenti, la pro- 
spora e la cellula madre, ognuna delle quali con- 
tiene un cromosoma batterico. I due compartimenti 
seguono programmi di sviluppo diversi che coinvol. 
gono ovviamente la trascrizione di geni diversi. Il 
setto separa quindi la prospora che diventa poi una 
spora, una cellula geminale da cui deriveranno mol- 
te progenie. La cellula madre, che circonda la spora, 
viene scartata dopo il completamento della sporula- 
zione. 
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La transizione da uno stato di sviluppo ad un altro 
viene governata da sei fattori o che, legandosi indivi- 
dualmente alla RNA polimerasi, determinano quali 
promotori di geni devono essere riconosciuti. Vi so- 
no il cà, il fattore o primario delle cellule vegetati- 
ve (non sporulanti), il o, che diventa attivo dopo la 
separazione, i fattori o e o*, che sono attivi nella 
cellula madre, ed i fattori of e 05 che sono invece 
attivi nella prospora. of stimola l’espressione di 0% 
che, una volta formato, stimola la sua stessa espres- 
sione. Allo stesso modo, il fatttore of stimola l’e- 
spressione di o e quest'ultimo viene mantenuto 
inattivo mediante il legame di una proteina inibitri- 
ce. Ciò permette alla cellula madre e alla prospora 
di coordinare il loro differenziamento mediante re- 
golazioni crociate dei fattori o compartimentati: o° 
nella prospora stimola in qualche modo la conversio- 
ne di pro-oF della cellula madre in oÈ attivo che in- 
fluenza poi l’attivazione di 05 nella prospora, che, 
di ritorno, promuove la conversione di pro-o£ in o* 
attivo. 
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B. Il repressore /ac 
Una revisione della repressione nell’operone lac 


È noto che il repressore /uc ha tre siti di legame sul. 
loperone lac, Voperatore primario O,, che sì sovrap- 
pone al promotore lac, e due cosiddetti pseudo- 
operatori Oy e O, che sono localizzati rispettivamen- 
te 401 bp più indietro (all’interno del gene lacZ), € 
92 basi più avanti di O. Per valutare il contributo 
relativo di questi diversi operatori nella repressione 
dell'operone lac, è stato prodotto un gruppo di otto 
plasmidi contenente ognuno il gene lacZ sotto il con- 
trollo del promotore naturale lac e i tre operatori 
(O; 0» e 03) che erano attivi o inattivi da mutage- 
nesi, in tutte le possibili combinazioni. Quando tutti 
e tre gli operatori sono attivi, l’espressione di lacZ 
è repressa 1300 volte rispetto a quando gli operatori 
sono inattivi. L'inattivazione soltanto di O; determi 
na la scomparsa pressoché completa della repressio- 
ne, mentre con l’inattivazione di O; o di O; vi è una 
diminuzione di circa due volte della repressione. 
Quando sia O; che 03 sono inattivi, la repressione 
diminuisce di circa 70 volte. Questi risultati suggeri- 
scono che una repressione efficace necessita la for- 
mazione di un ripiegamento del DNA tra O; e O. 
oppure O;. La formazione di questo ripiegamento 


e/o la cooperatività del legame del repressore, che 
deriva dallo stesso ripiegamento, sembra essere il fat- 
tore principale per la repressione, invece del legame 
del repressore a O; che provoca soltanto una repres- 
sione di 18 volte. 

Il repressore lac, come molte proteine conosciute 
dei procarioti che legano il DNA, è una proteina con 
una struttura elica-ripiegamento-elica e deve quindi 
avere almeno una simmetria doppia per legare in 
modo specifico il suo DNA palindromico dell’opera- 
tore. Il repressore lac ha una struttura tetramerica 
(un dimero di due dimeri con tre doppi assi di sim- 
metria tra loro perpendicolari) che gli consente di 
legare simultaneamente due operatori, formando 
quindi un ripiegamento di DNA. L'importanza della 
formazione del ripiegamento per la repressione del- 
l’operone lac è stata stabilita usando un mutante del 
repressore lac, il prodotto del gene lacE", che dime- 
rizza, ma non può formare tetrameri per la perdita 
parziale del suo dominio C-terminale e quindi non 
può mediare la formazione del ripiegamento del 
DNA. L’affinità intrinseca di questo repressore di- 
merico per un singolo sito di operatore è la stessa 
del repressore tetramerico originale. Quindi, per con- 
centrazioni sufficientemente elevate di repressore da 
consentirgli di legare tutti gli operatori attivi dispo- 
nibili, il repressore tetramerico originale e il repres- 
sore dimerico mutante sono più o meno ugualmente 
efficaci nel reprimere l'espressione di lacZ nei pla- 
smidi sopra citati. Quando la concentrazione del re- 
pressore viene diminuita, al punto che un plasmide 
solo di rado può legare più di una molecola di re- 
pressore, il tetramero diventa dalle 20 alle 60 volte 
più efficace nel reprimere plasmidi che contengano 
O; e Qi oppure O, nella forma attiva (quando O; e/0 
sia (4 che O; sono inattivi, entrambi i repressori so- 
no ugualmente inefficaci). L'interazione cooperativa 
tra O; e 0; oppure 04 deriva dalla formazione del 
ripiegamento del DNA, mediata dalla struttura te- 
tramerica del repressore lac. 

Durante l'inizio della trascrizione, Poloenzima RNA 
polimerasi di E. coli (a:BB'0) forma un complesso 
aperto con il promotore e comincia la sintesi ripetuta 
di oligomeri di RNA con una lunghezza fino a 9 nu- 
cleotidi. Questi eventi abortivi di iniziazione cessano 
quando il fattore o viene allontanato e il promotore 
resta libero. Il risultante nucleo enzimatico (c»88‘) 
comincia l'allungamento progressivo dei trascritti di 
RNA. Poiché il promotore lac si sovrappone all'ope- 
ratore lac, è ormai largamente accettato che il re- 
pressore lac agisca semplicemente ostruendo il lega- 
me della RNA polimerasi al promotore lac. L'osser- 
vazione che il repressore luc e la RNA polimerasi 
si possono legare simultaneamente all’operone lac in- 
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dica che il repressore deve agire in qualche modo 
interferendo con il processo di iniziazione. Comples- 
si oloenzimatici più chiusi sintetizzano oligonucleo- 
tidi abortivi anche se tendono ad essere più corti di 
quelli prodotti in assenza del repressore. Quest'ulti- 
mo agisce quindi aumentando la barriera cinetica già 
elevata normalmente dell'RNA polimerasi per iniziare 
un allungamento progressivo. 
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C. L'inibizione da cataboliti: 
un esempio di attivazione genica 


Il legame di CAP-cAMP può essere mimato 
da un piegamento del DNA 


La struttura ai raggi X di un CAP-cAMP complessata 
con una molecola di DNA di 30 bp, contenente il 
sito di legame del CAP, indica che il CAP-cAMP pie- 
ga il suo DNA bersaglio almeno di 90° (paragrafo 
29.3). Anche se il meccanismo con cui il CAP-CAMP 
attiva la trascrizione dei suoi vari geni bersaglio è 
ancora sconosciuto, sembra probabile che il piega- 
mento del DNA abbia un ruolo importante in questo 
processo. Per cercare di verificare questa ipotesi, il 
sito di legame del CAP sul DNA contenente il pro- 
motore lac fu sostituito da quattro segmenti di DNA 
chiamati tratti di A-DNA, ognuno dei quali è costi- 
tuito da cinque o sei coppie AT consecutive (che 
piegano il DNA di circa 18°; paragrafo 28.2), interca- 
late da cinque bp spaziatrici. Quando venivano posi- 
zionati (posti in fase) in modo da piegare il DNA in- 
torno alla RNA polimerasi nella stessa direzione de- 
terminata dal CAP-cAMP legato, questi tratti A au- 
mentavano la velocità dell'inizio della trascrizione da 
promotore lac di circa 10 volte, rispetto a costrutti 
di DNA che piegavano il DNA nella direzione oppo- 
sta. Un piegamento del DNA indotto da tratti-A può 
sostituire il CAP-cAMP nell'attivazione della trascri- 
zione del promotore gal di E. coli (i cui prodotti 
sono necessari per il metabolismo dello zucchero ga- 
lattosio). Questi risultati suggeriscono che il CAP- 
CAMP attivi la trascrizione almeno in parte piegan- 


do il DNA in un ripiegamento a forma di forcina 
in modo da contattare la RNA polimerasi prima del 
sito di legame del CAP-cAMEP. 
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4. LE MODIFICAZIONI DELL'RNA 
DOPO LA TRASCRIZIONE 


A. | processi di modificazione 
dell'RNA messaggero 


La funzione degli spliceosomi 


Gli introni eucariotici sono staccati dai pre-mRNA in 
un processo a due reazioni che passa attraverso un 
intermedio a forma di laccio. Questo processo è me- 
diato dallo spliceosoma, un complesso molto compli- 
cato ancora poco conosciuto contenente almeno cin- 
que piccole ribonucleoproteine (snURP), ognuna del- 
le quali è costituita da un piccolo RNA nucleare 
(snRNA) e da diverse proteine. L’osservazione che 
alcuni introni che possiedono capacità di auto-splicing 
(come quelli della Tetrahymena, chiamati introni del 
gruppo II) presentano intermedi a forma di laccio, 
suggerisce che le reazioni mediate dal macchinario 
eucariotico di splicing siano catalizzate dagli RNA 
componenti e che la componente proteica serva sol- 
tanto per promuovere le interazioni tra gli snRNA 
degli spliceosomi e tra gli snRNA e gli introni. Que- 
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ste interazioni devono coinvolgere contatti proteina- 
RNA e proteina-proteina. Infatti, diverse proteine 
snURP contengono motivi che sono implicati in queste 
interazioni (per esempio, la proteina A del U1-snRNP 
che contiene un motivo per il riconoscimento dell’R- 
NA; paragrafo 29.4). 

Possiamo ora porci questa domanda: poiché gli in- 
troni del gruppo II non hanno bisogno di nessun mac- 
chinario di splicing esterno, perché il macchinario 
di splicing dei pre-mRNA eucariotici è così complica- 
to? Una risposta potrebbe essere che i confini tra in- 
troni ed esoni sono così poco definiti che è necessario 
avere un macchinario così complicato per mantene- 
re uno splicing accurato. Una spiegazione analoga è 


stata data alla complessità del sistema di replicazione 
del DNA. 
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Elaborazione dell'mRNA dell'apolipoproteina B 


L'uomo esprime due forme di apolipoproteina B 
(apoB), l'apoB 48, che viene prodotta nell’intestino te- 
nue e opera nei chilomicroni per trasportare i triacil- 
gliceroli dall'intestino agli altri tessuti, e l’apoB 100 
che viene prodotta nel fegato e agisce nelle VLDL, 
IDL e LDL per trasportare il colesterolo dal fegato 
agli altri tessuti (paragrafi 11.4A e 11.4B). L'apoB 100 
è un'enorme proteina di 4 536 residui, mentre l’apoB 
48 è costituita dai 2153 residui della regione N- 
terminale dell'apoB 100: quest’ultima manca quindi 
del dominio C-terminale dell’apoB 100 che è predi: 
sposto al legame del recettore delle LDL. 

Pur essendo diverse, l’apoB 100 e l’apoB 48 sono 
espresse dallo stesso gene. Come può accadere que- 
sto fatto? Confrontando gli mRNA che codificano 
per le due proteinasi si è potuto osservare che essi 
differiscono in un solo punto: una C è stata sostitui- 
ta da una U. Il codone 2153, che codifica per una 
Gln (CAA) nell’apoB 100 diventa un codone di stop 
(UA A) nellmRNA dell’apoB 48. L’attività che cata- 
lizza questa conversione è espressa da una proteina: 
essa viene distrutta dalle proteasi e da reagenti spe- 
cifici per le proteine e non dalle nucleasi. Quando 
l'mRNA dell’apoB viene sintetizzato in presenza di 
[o-**P]CTP, l'elaborazione in vitro produce un resi- 
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duo di [*P]JUMP soltanto al sito di elaborazione. 
Quindi questa attività è molto probabilmente una 
citidina deamminasi sito-specifica. Questo tipo di ela- 
borazione dell’RNA è diversa da quella dei mitocon- 
dri tripanosomici che inseriscono o eliminano diver- 
si residui di U nell’mRNA sotto la direzione di RNA 
guida (paragrafo 29.4). L'elaborazione dell’'mRNA del- 
l’apoB rappresenta un nuovo sistema di manipola- 
zione dell'mRNA, che ricorda il tipo di modificazio- 
nì postrascrizionali che generano i nucleotidi modi- 
ficati dell'RNA di trasferimento. Non sono noti però 
altri esempi di questo di elaborazione. 
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“CAPITOLO 30 


La traduzione 


2. L'’RNA DI TRASFERIMENTO 


B. La struttura terziaria 


Gli elementi di identità del tRNAS! 


L'estensione della struttura ai raggi X della glutam- 
minil-tRNA sintetasi - tRNAS!" (GinRS-tRNAS; pa- 
ragrafo 30.2) ad una risoluzione di 2,5À ha rivelato 
che la conformazione del braccio dell’anticodone del 
tRNAS è diversa da quella dei tRNA non comples- 
sati. Si era dimostrato in precedenza che 1U35, la 
base centrale dell’anticodone del tRNAS, è un ele- 
mento di identità del tRNAS!" mediante l'osserva- 
zione che sostituendo l’anticodone del tRNA inizia- 
tore tRNA!Met (CAU) con quello del tRNAS!" (CUA, 
si ottiene un tRNA ibrido che la Met RS carica me- 
no efficacemente del tRNAÉM® normale, ma che la 
GInRS carica 1000 volte più velocemente. Nella strut- 
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tura ai raggi X della GinRS- tRNAS", il braccio del 
l’anticodone presenta due nuove coppie di basi non 
del tipo Watson e Crick (2’-O-metil-U32 - Y38 e 
m?A37-U33), lasciando le basi dell’anticodone di- 
sposte in direzioni diverse in modo da adattarsi a 
tasche diverse della sintetasi. Queste proprietà strut- 
turali indicano che la GlnRS utilizza tutte le sette 
basi del ripiegamento dell’anticodone per discrimi- 
nare tra i vari tRNA. Modificazioni di una delle basi 
tra il residuo A34 (l’estremità 5° dell’anticodone) e 
il residuo G38 generano tRNA che hanno il rappor- 
to ka/Kx per l’amminoacilazione da parte della 
GinRS inferiore di un fattore che varia da 1,5 x 
1072 a 3,6 x 1073. 

Gli altri elementi di identità conosciuti del tRNAS" 
sono localizzati nello stelo accettore. Essi compren- 
dono le basi delle coppie tipo Watson e Crick G2 - C71 
e G3-C70 con cui la GlnRs crea specifici contatti. 
Durante il legame alla GlnRs, la sequenza a singola 
catena GCCA all’estremità 3’ del try ASIn forma un 
ripiegamento a forcina che provoca l’apertura della 
prima coppia di basi dello stelo accettore Ul: A72. 
La reazione della GlnRS è relativamente insensibile 
a variazioni di basi in queste ultime due posizioni, 
a meno che la coppia non venga rinforzata con una 
sostituzione C1-C72. Il residuo G_ nell’estremità 
GCCA, il residuo G73 (chiamato anche base discri- 
minatrice in quanto l'identità della base in questa 
posizione sembra essere correlata alla natura chimi- 
ca dell’amminaocido trasportato dal tRNA) è insen- 
sibile alla sostituzione con un'altra purina (A), ma 
è sensibile alla sostituzione con una pirimidina (U 
o C). Probabilmente la sostituzione G73 > A non 
disturba la struttura del ripiegamento a forcina, men- 
tre una pirimidina in quella posizione si impila in 
modo diverso con le altre basi. Quindi gli elementi 
più forti di identità del {RNA!" sono disposti nel 
braccio delll’anticodone e la seconda e terza coppia 
di basi dello stelo accettore. 
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Struttura ai raggi X della aspartil-tRNA sintetasi di 
lievito complessata con il tRNASP 


La struttura ai raggi, determinata di recente, dell’a- 
sparti-tRNA sintetasi - tRNA*P (AspRS - tRNA:1*P) 
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è la seconda struttura nota di un tRNA in un com- 
plesso con la sua amminoacil-tRNA sintetasi (la pri- 
ma è stata quella della GinRS-tRNAS! di E. coli) 
e la prima contenente una amminoaciltRNA sinte- 
tasi della Classe II (gli enzimi della Classe I e II sono 
confrontati nel paragrafo 30.2). L’AspRs di lievito 
è un dimero a, con subunità di 577 residui che le- 
ga due molecole di tRNA, una ad ogni estremità. 

Sia ’AspRS che la GlnRS creano contatti con i loro 
tRNA a livello di due siti, la sequenza a singola cate- 
na GCCA all’estremità 3‘ dello stelo accettore e la 
fine del braccio dell’anticodone. I contatti hanno non 
di meno caratteri molti diversi: anche se i due tRNA 
si avvicinano alle loro sintasi con la parte interna 
della loro struttura ad L, il tRNA4*P lo fa nella di- 
rezione della scanalatura principale del suo stelo ac- 
cettore, mentre il tRNAE" utilizza la direzione del- 
la scanalatura secondaria. I modi di legami dei due 
tRNA sono in sostanza le immagini speculari l’uno 
dell’altro. L’estremità GCCA del tRNA*P continua 
la sua via elicoidale anche all’interno del sito catali- 
tico della GlnRs, mentre per poter entrare nel sito 
catalitico della GlnRs l’estremità GCCA del tRN AS!" 
deve prima piegarsi all'indietro formando una for- 
cina che porta all'apertura della prima coppia di ba- 
si (una U- A) dello stelo accettore. La profonda sca- 
nalatura principale in un’elica di A-RNA è normal. 
mente troppo stretta per contenere gruppi più grandi 
di una molecola di acqua (paragrafo 28.2B). Cì si 
aspetta quindi che le proteine interagiscano con le 
eliche del tRNA nella larga scanalatura secondaria, 
esattamente come accade per lo stelo accettore del 
GlnRS-tRNA!" Nel complesso AspRS- tRNA*P, la 
scanalatura principale alla fine dello stelo accettore 
è sufficientemente larga da interagire con un ripie- 
gamento della proteina. 

Il braccio dell'anticodone del tRNA viene piega- 
to di ben 20 À verso l'interno della struttura a L e 
le basi dell'’anticodone non sono impilate. La cerniera 
che provoca questo ripiegamento è rappresentata da 
una coppia di basi G30- U40 presente nello stelo ac- 
cettore e in tutte le altre specie di tRNA è sempre 
una coppia di basi del tipo Watson e Crick. Le basi 
dell'anticodone del tRNA“! sono anche non impilate 
e in contatto con la GinRS, ma la conformazione dello 
scheletro covalente è diversa da quella della stessa re- 
gione del tRNAAP. In conclusione, la conformazione 
di un tRNA complessato con la sua sintetasi sembra 
essere dettata dalle interazioni con la proteina (adatta- 
mento indotto) piuttosto che dalla sequenza. 

Le sintetasi Classe I e Classe II si differenziano per 
i siti che legano l’ATP: nelle sintetasi Classe I, il sito 
è costruito intorno ad un ripiegamento che lega i 
nucleotidi (ripiegamento di Rossman) costituito da 
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unità Ba sovrapposte (paragrafo 7.3B), mentre nel 
le sintetasi Classe II è contenuto in un foglietto 6 
a sei catene antiparallele. A_ parte i siti attivi, vi so- 
no poche somiglianze strutturali tra varie sintetasi 
la cui struttura è nota. 
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3. | RIBOSOMI 
A. La struttura dei ribosomi 


Modelli al computer dell’RNA ribosomiale 16S 


Anche se sono state riportate diffrazioni dei raggi 
X di buona qualità di cristalli di ribosomi, determi- 
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nare la loro struttura ai raggi X è uno sforzo così 
grande che sarebbero necessari molti anni per ave- 
re un modello atomico. Il confronto delle sequenze 
degli RNA ribosomiali della subunità piccola di ol- 
tre 100 organismi, insieme a studi crociati, ci ha for- 
nito un modello plausibile della struttura secondaria 
dell'RNA ribosomiale 16S di 1542 nucleotidi dell’E. 
coli (Fig. 30.25a). Poiché vi sono numerose evidenze 
sul fatto che l’RNA sia il principale determinante 
della struttura e della funzione dei ribosomi, sareb- 
be particolarmente utile conoscerne anche la strut- 
tura tridimensionale. A questo scopo sono stati ela- 
borati alcuni programmi per la creazione di modelli 
al computer. Essi ripiegano la struttura secondaria 
dell’RNA in modo che sia consistente con criteri co- 
me le restrizioni nelle distanze derivate dagli studi 
di formazione di legami chimici trasversali e la di- 
sposizione delle proteine ribosomiali nella subunità 
piccola (Fig. 30.32), insieme alle relazioni filogeneti- 
che, cercando ovviamente di avere condizioni di mi- 
nima energia. Questi protocolli hannno prodotto mo- 
delli degli RNA 16S in accordo con la forma osser- 
vata al microscopio elettronico e somiglianze super- 
ficiali tra loro. Questi modelli presentano però nu- 
merose differenze che per essere risolte necessitano 
di nuovi dati sperimentali. 
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Incorporazione mediata dai ribosomi 
di amminoacidi non standard nelle proteine 


Potrebbe essere utile sintetizzare sui ribosomi pro- 
teine con amminoacidi non standard, in quanto que- 
ste proteine esprimeranno ovviamente proprietà uni- 
che. Sono stati formulati due modi per persuadere 
i ribosomi ad utilizzare questo meccanismo. Il pri- 
mo, e quello che ha ottenuto di gran lunga i miglio- 
ri successi, coinvolge la sostituzione mediante muta- 
genesi sito-specifica del codone che specifica l’am- 
minoacido di interesse con il codone nonsenso (non- 
sense) «bianco» TAG. Un tRNA soppressore diretto 
contro questo codone è stato amminoacilato sinteti- 
camente con un residuo amminoacidico non stan- 
dard da inserire ed è stato aggiunto ad un sistema 
in vitro per la sintesi proteica contenente il gene 
mutato che quindi dirige la sintesi di una proteina 
alterata (la soppressione nonsenso è discussa nel pa- 
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ragrafo 30.2E). Con questo approccio, sono state pro- 
dotte molte varianti contenenti amminoacidi non stan- 
dard della B-lattamasi di E. coli e del lisozima di T4. 

Una via più generale per sintesi ribosomiale di pro- 
teine contenenti amminoacidi non standard potreb- 
be essere quella di espandere il codice genetico usan- 
do basi non naturali che abbiano proprietà di for- 
mazione di legami idrogeno caratteristiche. Una pos- 
sibile coppia di basi non naturali che mantengono 
la geometria di Watson e Crick è (iso-G) - (iso-C) in 
cui le posizioni degli atomi di ossigeno e dei gruppi 
amminici esociclici sono interscambiati sia in G che 
in C. In un esperimento congegnato per valutare 
l’applicabilità del metodo, fu sintetizzato un mRNA 
contenente un codone (isoC)AG e tradotto in un si- 
stema che conteneva un tRNA caricato con iodo- 
tirosina ed avente un anticodone CUl(iso-dG). La iodo- 
tirosina fu incorporata nella corretta posizione in più 
del 90% del peptide sintetizzato, dimostrando quin- 
di che i ribosomi possono tradurre afiche codoni non 
standard. L’uso di questo approccio per sintetizzare 
proteine contenenti amminoacidi non standard in 
vivo richiede ancora due ulteriori sviluppi: plasmidi 
contenenti le basi non naturali che siano replicati 
e trascritti in vivo con una sufficiente fedeltà ed 
amminoacil-tRNA sintetasi che possano accoppiare 
in modo specifico amminoacidi non standard a tRNA 
non standard. Notate che, aumentando il inumero 
di basi diverse da quattro a sei, si espande il‘codice 
genetico da 43 - 64 a 6° - 216. 
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G. Gli inibitori della sintesi proteica: 
gli antibiotici 


Struttura ai raggi X della tossina difterica 


La difterite era una delle principali cause di morte 
in giovane età, fino a che non è diventata disponibi- 
le alla fine degli anni ’20 l’immunizzazione contro 
la tossina difterica (DT). La DT viene secreta come 
singola proteina di 557 residui che viene poi rotta 
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da proteasi simili alla tripsina a livello dei residui 
190, 192 oppure 193 formando i suoi frammenti N- 
e C-terminali, chiamati rispettivamente A e B. Il 
frammento B si lega ai recettori sulla superficie del- 
le cellule suscetttibili e facilita l'assunzione nel cito- 
sol del frammento A, mediante la via endocitotica 
mediata dal recettore. Il frammento A catalizza poi 
il trasferimento del gruppo ADP-ribosile del NAD* 
al residuo diftamidico del fattore di allungamento 
ribosomiale eEF-2, inattivandolo ed arrestando la sin- 
tesi proteica. Di conseguenza un singolo frammento 
B può uccidere una cellula. 

La struttura ai raggi X della DT in complesso con 
ApUp (che compete con il NAD* per il suo sito at- 
tivo) rivela che la proteina è costituita da tre domini 
addossati collegati da ponti interdominio: il dominio 
N - terminale C (C sta per catalitico), che comprende 
il frammento A, il dominio di mezzo T (T sta per 
transmembrana) ed il dominio < C-terminale R (R per 
legante il recettore). Un ripiegamento esposto sulla 
superficie di 14 residui e ricco in Arg che viene 
facilmente rotto dalle proteasi unisce i domini C e 
T (i futuri frammenti A e B). I frammenti sono lega- 
ti anche da un ponte disolfuro che viene probabil 
mente rotto quando entra in contatto con l’ambien- 
te riducente del citoplasma. La struttura ai raggi X 
è in grado anche di spiegare come mai la DT intatta 
è cataliticamente inattiva nella ADP-ribosilazione 
dell’eEF-2: il suo sito attivo è localizzato all’interfac- 
cia tra i domini C ed R e quindi eEF-2 non si può 
legare fino a che i due domini non si sono separati. 

Durante l’endocitosi mediata dal recettore (discus- 
sa nel paragrafo 11.4A), l’ambiente acido dell'endo- 
soma innesca l'inserzione del dominio T nella mem- 
brana dell’endosoma, processo che facilita la traslo- 
cazione del dominio C nel citoplasma. La struttura 
ai raggi X ci fornisce un'ipotesi di meccanismo di 
questo processo. Il dominio T è costituito da nove 
a-eliche, quattro delle quali sono considerevolmente 
idrofobiche, collegate da ripiegamenti che hanno un 
carattere fortemente acido. A pH neutro, questi ri- 
piegamenti sarebbero carichi negativamente e quin- 
di idrofilici. L'ambiente acido dell’endosoma però 
porterà alla protonazione di questi gruppi acidi con- 
vertendo questi ripiegamenti a forma di punta in 
«stiletti» solubili nelle membrane, che, almeno si pen- 
sa, innescano l’inserzione delle eliche apolari che li 
seguono nella membrana. 

Poiché le tre funzioni della DT, legame del recet- 
tore, inserzione nella membrana e ADP ribosilazio- 
ne, sono catalizzate da domini separati, la struttura 
della DT può rappresentare una guida per disegna- 
re proteine chimeriche come le immunotossine, in 
cui il dominio che lega il recettore della DT può 
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essere sostituito da un anticorpo diretto contro cel- 
lule specifiche, ad esempio quelle cancerose. 
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4. IL CONTROLLO DELLA TRADUZIONE 
NEGLI EUCARIOTI 


Controllo dell’inizio della traduzione 


È sempre più chiaro che l'espressicne di molte pro- 
teine cucariotiche è controllata primariamente a li- 
vello della traduzione. Il meccanismo responsabile 
di questa regolazione comprende un processo di fo- 
sforilazione/defosforilazione dei fattori di inizio, la 
organizzazione/disorganizzazione della struttura se- 


condaria e terziaria degli mRNA e il legame/rilascio . 
di proteine che mascherano gli mRNA. Tutti questi 


processi di regolazione operano a livello dell'inizio 
del processo di traduzione. 

L'inizio della traduzione negli eucarioti comincia 
con il legame del fattore d'inizio eIF4F alla 5'-m'°G 
del cap dell'mRNA mediante la sua subunità a, elF-H4E 
(chiamata anche proteina che lega il cap). Subito do- 
po vi è il legame di eIFtA e eIF-4B che agiscono 
come una RNA elicasi ATP-dipendente che apre la 
struttura secondaria dell’mRNA, che potrebbe inve- 
ce nascondere il codone di inizio. La subunità riboso- 
miale piccola (408), legata al Met:tRNA!", al GTP e 
a diversi altri fattori di inizio che si legano anch'essi 
alla estremità 5’ dell'mRNA, scorre lungo la catena 
dell'mRNA con la concomitante idrolisi di ATP; que- 
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sta sembra essere la tappa che limita la velocità del 
processo di inizio fino a che non viene incontrato 
il codone di inizio AUG. Qiundi la subunità 60S si 
lega quindi al complesso così formatosi e vengono 
rilasciati i fattori di inizio, generando il complesso 
in grado di cominciare l’allungamento della catena. 

Il processo di fosforilazione/defosforilazione di di- 
verse proteine sembra avere una funzione rilevante 
nel controllo della velocità della sintesi proteica nelle 
cellule di mammifero. Quindi il livello di fosforila- 
zione di elF-2B, elF-3, elF-4B e di eIF-4F, come pure 
delle proteine ribosomiali S6, è correlata alla velocità 
della traduzione. Il fattore eIF-4E viene fosforilato dalla 
proteina chinasi C attivata, un importante componente 
della via di trasduzione intracellulare di segnali inne- 
scati da ormoni (paragrafo 34.4B), fatto che spiega 
come viene coordinata la sintesi proteica con la velo- 
cità di crescita e proliferazione delle cellule. L’infe- 
zione da adenovirus induce la defosforilazione e quin- 
di l’inattivazione di elF-4F, in accordo con il fatto 
che la traduzione è inibita nelle cellule infettate. Al 
contrario, la sovraespressione di elF-4F in certi tipi 
di cellule determina la loro trasformazione in cellule 
maligne, cioè in cellule che proliferano continuamente 
in modo non controllato, diventando quindi cancero- 
se (le basi biochimiche del cancro sono discusse nel 
paragrafo 33.4C). 

Ovviamente possono esserci molti altri meccani. 
smi, alcuni dei quali ancora ignoti, che controllano 
la traduzione negli eucarioti. Quindi, la regolaziohe 
della traduzione negli eucarioti è un processo com- 
plesso, a molte facce, che solo ora comincia a venire 
alla luce. 
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RNA antisenso 


Poiché l’RNA forma molecole a doppia catena con 
un RNA complementare, la traduzione di un dato 
mRNA può essere inibita da un segmento di un RNA 
con una sequenza complementare, chiamato RNA 
antisenso (o antisense RNA). L'espressione di RNA 
antisenso in tessuti specifici può avere risvolti bio- 
medici e biotecnologici enormi. Per esempio, la ma- 
turazione della frutta è controllata da un ormone 
vegetale, l’etilene (CH), il prodotto di una via me- 
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tabolica la cui tappa che limita la velocità è cataliz- 
zata dalla 1-amminociclopropano-1-carbossilato 
sintasi (ACC sintasi). L'espressione costitutiva dell’R- 
NA antisenso del gene della ACC sintasi nel frutto 
potrebbe quindi essere un sistema per inibire la ma- 
turazione della frutta. Infatti, l'espressione transge- 
nica di questo RNA antisenso in piante di pomodoro 
previene la maturazione del pomodoro, un effetto 
che può essere superato dalla somministrazione eso- 
gena di etilene. Questo fatto ci fa pensare che sia 
possibile far maturare la frutta o i vegetali a do- 
manda, prevenendo le solite perdite che si hanno 
durante il trasporto o per la mancanza di refrigera- 
zione. Un altro esempio di questo fenomeno è rap- 
presentato dalla crescita delle cellule di leucemia 
umana che viene inibita in vitro da oligonucleotidi 
sintetici indirizzati contro un gene specifico del tu- 
more, coinvolto nel mantenimento del fenotipo tu- 
morale leucemico. 
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6. LA DEGRADAZIONE DELLE PROTEINE 
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CAPITOLO 31 


Replicazione, riparazione 
e ricombinazione del DNA 


1. LA REPLICAZIONE DEL DNA: 
UNA VISIONE D'INSIEME 


C. La replicazione semidiscontinua 
Struttura ai raggi X di un frammento di Okazaki 


È stata determinata la struttura ai raggi X di un 
modello di 10 bp di un frammento di Okazaki, un 
complesso tra l’oligonucleotide chimerico RNA-DNA 
r(GCG)A(TATACCC) e l’oligonucleotide complemen- 
tare d(GGGTATACGC). L’oligomero forma una dop- 
pia elica tipo A che ha 11 residui per giro. La geo- 
metria dell’accoppiamento delle basi, in particolare 
quelle del segmento centrale TATA, è distorta, ma 
non vi sono indicazioni di una transizione da elica 
tipo A a elica tipo B alla giunzione tra l’ibrido RNA- 
DNA e il DNA duplex. Non è chiaro quanto deve 
essere lungo il segmento di DNA duplex per indur- 
re la transizione alla conformazione del DNA B. 
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2. GLI ENZIMI DELLA REPLICAZIONE 
B. La DNA polimerasi III 
Struttura ai raggi X della subunità 8 di Pol III 


L'oloenzima Pol III è un complesso di almeno 10 sub- 
unità proteiche (a, e, 9, 7, y, dè, è‘, %, ve 8); la subu 
nità @ è la polimerasi e la subunità e è la esonucleasi 
3’ — 5’. Il nucleo a tre subunità della polimerasi 
(a, e e 8) può riempire piccole regioni a catena sin- 
gola, ma non è in grado di replicare lunghi tratti 
di DNA. Il nucleo polimerasico può essere reso effi- 
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ciente anche in quest’ultima condizione se viene as- 
sociato alla subunità 8 in presenza del complesso 
y a 5 subunità (y, ò, è’, x e y). L’assemblaggio del- 
l'enzima attivo è un processo a due tappe in cui 
il complesso y trasferisce la subunità 8 allo stampo 
in una reazione che dipende dall’ATP, seguita dalla 
associazione del nucleo enzimatico alla subunità 8 
sul DNA. La subunità 6 conferisce un’efficacia pres- 
soché infinita alla polimerasi @ e. anche se il com- 
plesso y viene in seguito rimosso. Infatti la subunità 
B lega molto saldamente il DNA e si può spostare 
liberamente lungo la sua catena. L'osservazione, che 
la subunità 68 legata a un DNA circolare con una 
interruzione si muove fino alla rottura ed esce da 
complesso, suggerisce che la subunità 8 formi un 
anello chiuso intorno al DNA e che il complesso y 
serva ad aprire e chiudere l'anello. 

La struttura ai raggi X della subunità 8 rivela che 
essa è un dimero a forma di C le cui unità monome- 
riche di 366 residui si associano generando una strut- 
tura a forma di «krapfen» con un diametro di circa 
80 4 ed un foro centrale con un diametro di circa 
35 À, più largo del diametro di 20 e 26 À del DNA- 
A e del DNA-B. Ogni monomero è costituito da sei 
motivi fa8B88 con una topologia identica, che si as- 
sociano a coppie formando domini con una simme- 
tria pseudo-doppia, con strutture molto simili. L'a- 
nello dimerico ha la forma di una stella a sei punte 
in cui le dodici eliche delimitano il foro centrale e 
le catene #8 si associano in sci foglietti 8 che formano 
la superficie della proteina. Studi con modelli, in cui 
una elica di DNA-B era fatta passare nel foro centra- 
le, indicano che le eliche sono tutte orientate in mo- 
do da essere perpendicolari ai loro segmenti radial- 
mente adiacenti dello scheletro covalente zucchero- 
fosfato. Queste eliche quindi abbracciano le scanala- 
ture principale e secondaria del DNA piuttosto che 
entrare in esse come accade per esempio per le eli- 
che di ricognizione dei motivi elica-ripiegamento- 
elica (paragrafo 29.3C). Poiché i DNA A e B hanno 
nominalmente 11 e 10 bp per giro, mentre la subu- 
nità 8 ha una pseudo simmetria di 12 volte, appare 
probabile che la subunità 8 sia disegnata per mini- 
mizzare l'associazione con il DNA che si è infilato 
nel suo buco, cosa che probabilmente consente alla 
proteina di muoversi liberamente lungo l'elica del 
DNA. Il raggio del foro centrale della subunità 8 
è almeno 3,5À più grande di quello del DNA e quin- 
di ogni interazione tra loro è mediata da molecole 
di acqua che si vengono a interporre. 

La sequenza amminoacidica dell’antigene nuclea- 
re delle cellule che proliferano (PCNA), un fattore 
innescante per la DNA polimerasi è degli eucarioti, 
può essere quasi sovrapposta a quella della subunità 
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8. Questo studio suggerisce che il PCNA forma un 
anello trimerico invece di un anello dimerico intor- 


no al DNA, simile a quello postulato per la subunità 
8 della Pol II. 
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3. 1 MECCANISMI DI REPLICAZIONE 
DEI PROCARIOTI 


Struttura ai raggi X a bassa risoluzione 
del complesso HIV-1 trascrittasi inversa-DNA 


I retrovirus come l'HIV (il virus dell’AIDS) codifica- 
no una trascrittasi inversa che copia il genoma ad 
RNA a catena singola del virus formando una cate- 
na complementare di DNA a catena singola che si 
associa al suo stampo, generando un ibrido RNA- 
DNA (attività DNA polimerasica diretta da RNA). 
L'enzima degrada poi nucleoliticamente l’RNA (atti- 
vità RNasi H), mentre copia la catena di DNA for- 
mando una catena complementare producendo alla 
fine un DNA a doppia elica (attività DNA polimera- 
sica diretta da DNA), che successivamente viene in- 
tegrato in un cromosoma dell’ospite. Le sostanze più 
largamente usate per trattare l'AIDS, la 3’-azido-3‘- 
deossitimidina (AZT) e la 2‘-3’-dideossiinosina 
(ddl), sono inibitori della trascrittasi inversa, ma pur- 
troppo compaiono molto rapidamente ceppi di vi- 
rus HIV-1 resistenti a questi farmaci. 

La struttura del complesso ternario contenente la 
trascrittasi inversa dell’HIV-1, il frammento Fab di 
un anticorpo monoclonale diretto contro la trascrit- 
tasi (paragrafo 34.2B) ed un frammento di 19 bp 
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di DNA primer dell’enzima fu determinata ad una 
risoluzione di 7 À. Questa risoluzione è di solito in- 
sufficiente a rivelare la disposizione della catena po- 
lipeptidica di una proteina (vedi Fig. 7.39) ma, in 
questo caso, sia la doppia elica del DNA che i seg- 
menti ad a-elica della proteina erano chiaramente 
visibili nella mappa della densità elettronica della 
struttura. Il DNA si lega in una scanalatura sulla 
superficie dell'enzima. La densità elettronica vicino 
ad una estremità del DNA è simile a quella osserva- 
ta per il dominio della RNasi H della trascrittasi in- 
versa di HIV-1, la cui struttura ai raggi X è stata 
determinata in modo indipendente e le sue tre eli- 
che principali erano pienamente visibili. Un deriva- 
to mercuriato dell’UTP, usato anch’esso per chiarire 
la struttura ai raggi X, si lega vicino all’estremità 
opposta del DNA, identificando il sito di legame dei 
nucleotidi trifosfato della polimerasi. Questi risultati 
possono aiutarci a sviluppare un inibitore della tra- 
scrittasi inversa migliore, da usare possibilmente nel- 
la terapia dell'AIDS. 
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5. LA RIPARAZIONE DEL DNA 


B. La riparazione per escissione 


La struttura ai raggi X di un enzima di riparazione 
per escissione dei dimeri di pirimidina 


L’irradiazione del DNA con luce ultravioletta porta 
alla formazione di dimeri di pirimidina (Fig. 31.28) 
che, se non vengono riparati, diventano mutagenici 
se non letali. La prima tappa del loro processo di ri- 
parazione è l’escissione della catena di DNA danneg- 
giato in vicinanza della lesione molecolare. La T4 en- 
donucleasi V è l'enzima che ha questo ruolo nell’E. 
coli infettato dal batteriofago T4. Questa proteina mo- 
nomerica di 138 residui possiede due attività cataliti- 
che distinte: è un dimero di piridina glicosilasi che 
rompe il ponte glicosilico sulla base 5’ del dimero 
ed è anche una endonucleasi purinica-pirimidinica 
che rompe il legame del gruppo fosforico sul lato 3’ 
del sito risultante, tagliando quindi la catena difettosa. 

La struttura ai raggi X della T4 endonucleasi V ri- 
vela che la proteina è costituita da un singolo domi- 
nio molto compatto che contiene tre a-eliche non in 
contatto tra loro; la proteina non ha foglietti 8. La 
sua faccia interna, a forma di virgola. ha una depres- 
sione simile ad una scanalatura di dimensioni suffi- 
cienti ad accomodare una singola catena di DNA-B. 
Una catena laterale acida su un lato della scanalatu- 
ra, quella del Glu 23, è circondata da diversi residui 
basici, compresa l’Arg 3, il cui gruppo amidico dello 
scheletro covalente forma legami idrogeno con il 
gruppo carbossilico del Glu 23. Le mutazioni, Glu 
23 — Gln (E239Q), Glu 23 —> Asp (E23D) e Arg 
3 -> Glun (R3Q) eliminano tutte l’attività glicosila- 
sica, anche se la struttura ai raggi X dei mutanti E23Q 
e R3Q presentano soltanto piccole variazioni rispetto 
all'enzima originale, tutte confinate vicino alla regione 
in cui è stata cambiata la catena laterale. Inoltre, l’af- 
finità della forma E23Q per il DNA contenente dime- 
ri di pirimidina è praticamente la stessa dell'enzima 
originale, mentre quella della forma R3Q è fortemente 
ridotta. Evidentemente, la carica negativa del Glu 23 
è essenziale per l’attività glicosilasica, mentre la cari- 
ca positiva dell’Arg 3 è importante per il legame del 
DNA. 

Un ripiegamento rigido della proteina in vicinan- 
za del Glu 23 contiene l’insolita sequenza di ammi- 
noacidi aromatici Trp-Tvr-Lvs-Tvr-Tyr, in cui tutte 
le catene laterali aromatiche sono esposte al solven- 
te. Studi mutazionali hanno stabilito che questa se- 
quenza partecipa al legame specifico dei dimeri di 
pirimidina e probabilmente anche all'attività di taglio. 
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6. LA RICOMBINAZIONE 
E GLI ELEMENTI GENETICI MOBILI 


A. La ricombinazione generale 
La struttura ai raggi X della proteina RecA 


La ricombinazione omologa nell’E. coli è mediata da 
RecA. Questa proteina di 352 residui, un prodotto 
del gene RecA, polimerizza cooperativamente in mo- 
do non specifico sul DNA a catena singola oppure 
sul DNA a doppia catena che abbia un'interruzione 
su una catena. Il filamento così formato si lega al 
DNA a doppia elica omologo e, in una reazione ATP 
dipendente, l'enzima catalizza la reazione di scam- 
bio di catena. La microscopia elettronica (per esem- 
pio, Fig. 31.38) ha rivelato che i filamenti di RecA 
legati al DNA a catena singola o a doppia catena for- 
mano un'elica destrogira con 6,1-6,2 monomeri per 
giro ed un passo tra 85 e 100 À. In questi filamenti 
il DNA, che si lega con tre nucleotidi (o bp) per mo- 
nomero di RecA e quindi ha circa 18,6 nucleotidi (o 
bp) per giro, è così esteso che deve giacere vicino 
al centro del filamento elicoidale. 

La struttura ai raggi X della RecA complessata con 
l'ADP rivela che la proteina è costituita da un domi- 
nio centrale maggiore che è fiancheggiato da due do- 
mini più piccoli prodotti dalle regioni N-terminale 
e C-terminale. I monomeri si associano formando un 
filamento elicoidale largo circa 120 À con sei mono- 
meri per giro e un passo di 82,7 À. Il filamento eli- 
coidale è considerevolmente aperto, così che vi sono 
spazi vuoti tra le unità monomeriche disposte in giri 
successivi dell'elica. Questa disposizione genera un 
largo foro centrale. Questo filamento elicoidale è mol- 
to simile al filamento RecA/DNA a doppia elica vi- 
sualizzato a bassa risoluzione con il microscopio elet- 
tronico. 

Il confronto tra le sequenze di 16 proteine RecA 
batteriche ha consentito di stabilire che 105 dei loro 
amminoacidi (circa il 30%) sono invarianti. Non sor- 
prendentemente, questi residui sono localizzati sulla 
superficie interna della scanalatura elicoidale del fi- 
lamento, dove probabilmente generano contatti con 
la molecola del DNA che si viene a legare in questa 
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regione. Due ripiegamenti, compresi tra i residui 157 
e 164 e tra 195 e 209, che non sono visibili nella strut- 
tura ai raggi X e quindi sono disordinati, sono anco- 
ra più conservati (44% di residui invarianti) del resto 
della proteina. Questi ripiegamenti sono localizzati 
in prossimità dell’asse del filamento e sono quindi 
implicati nel legame del DNA. 
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La proteina RuvC è una endonucleasi 
che separa le strutture di Hollidav nell’E. coli 


La proteina RecA promuove lo scambio di catene tra 
DNA a doppia elica omologhi, polimerizzando su una 
singola catena di un DNA duplex rotto per formare 
un filamento elicoidale (vedi sottoparagrafo preceden- 
te) e, in un processo ATP-dipendente, attiva la cate- 
na a cui è legata facendola spostare una catena singo- 
la corrispondente da un'altro DNA a doppia elica. 
La ricombinazione omologa richiede che questa rea- 
zione abbia luogo su entrambi i DNA duplex. La ri- 
mozione della RecA a questo punto determina la com- 
parsa di una struttura di Hollidav in cui i due DNA 
a doppia elica che devono generare le molecole ri- 
combinanti sono legati a livello di un singolo punto 
di crossover (Figg. 31.34 e 31.35). 

La proteina RuvC di E. colì, il prodotto del gene 
RuvGC, è una endonucleasi che separa le strutture di 


Hollidav nei loro componenti DNA a doppia elica, 


formando molecole ricombinanti. L'attività di que- 
sta proteina è assente in estratti preparati dall’£. coli 
con un sistema RuvC di ricombinazione/riparazione 
difettoso per una mutazione. In esperimenti condot- 
ti usando strutture di Hollidav sintetiche, si è potuto 
osservare che soltanto la RuvC è in grado di separare 
le giunzioni trasversali di Holliday costituite da se- 
quenze omologhe. Una giunzione trasversale sinteti- 
ca, della lunghezza di 50 nucleotidi e contenente un 
nucleo di 2 segmenti omologhi di 12 bp che sporge- 
vano dal punto di crossover, viene separata in modo 
efficace dalla RuvC in condizioni appropriate, men- 
tre se i segmenti omologhi hanno dimensioni infe- 
riori alle 6 bp la giunzione non viene separata. 
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CAPITOLO 32 
| virus: paradigmi per le funzioni cellulari 
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2.1 VIRUS SFERICI 
A. L'architettura del virus 


Struttura ai raggi X del virus 40 della scimmia (SV40) 
Il virus della scimmia SV-40 è un poliomavirus, 
la classe più semplice di virus contenenti un DNA 
a doppia elica. Questo virus ha un diametro esterno 
di circa 500 À (Fig. 32.1g) e trasferisce un minicro- 
mosoma circolare di 5 243 bp (Fig. 33.43) dal nucleo 
di una cellula a un’altra. Il capside virale è costituito 
da 360 copie di una proteina di 361 residui, detta 
VP1, organizzate con una simmetria icosaedrica. Que- 
sto numero di particelle non può essere organizzato 
però nella struttura icosaedrica caratteristica del TBSV 
(il numero di triangolazione per l’SV40 è T = 360/60 
= 6 che è un valore proibito per un icosadeltaedro; 
i numeri di triangolazione permessi sono dati dall’e- 
quazione T = h? + hk + k°, dove h e k sono nu- 
meri interi e positivi). Come hanno indicato in pre- 
cedenza studi strutturali a bassa risoluzione dei po- 
liomavirus, la proteina VPi forma esclusivamente 
pentameri che possono assumere due posizioni non 
equivalenti (classi diverse). Dodici pentameri giaccio- 
no sull’asse di rotazione dell’icosaedro, ognuno dei 
quali è circondato da un pentamero di una classe di- 
versa. Questi pentameri di classe diversa non giac- 
ciono sull’asse di simmetria e ognuno è circondato 
da sei pentameri, cinque della stessa classe e non del- 
l’altra. Come conseguenza ogni capside contiene sei 


classi di subunità di PV1 chimicamente identiche, ma 
simmetricamente non equivalenti. Quali aggiustamen- 
ti conformazionali devono subire le varie subunità 
per formare questa struttura ed in particolare come 
può una struttura pentamerica essere coordinata con 
altri sei pentameri? 

La struttura ai raggi X dell’SV40 indica che la VP1 
è costituita da tre moduli: un braccio N-terminale 
che si estende attraverso l’interno del pentamero al 
di sotto della subunità vicina (nel senso delle lancette 
dell’orologio, guardando dall’esterno verso l’interno) 
e i cui primi 15 residui non sono visibili nella strut- 
tura (probabilmente si estendono all’interno per in- 
teragire con il minicromosoma che non è visibile per 
gli stessi motivi), un 8-barile antiparallelo con la stes- 
sa topologia di quello dei virus delle piante e dei pi- 
cornavirus (Figg. 32.14 e 32.18), anche se orientato 
più o meno radialmente rispetto al capside, invece 
che tangenzialmente, e un lungo braccio C-terminale 
che è il sito delle principali variazioni conformazio- 
nali che generano le sei diverse classi di PV1 a diver- 
sa simmetria. Il braccio C-terminale forma il princi- 
pale contatto interpentamerico estendendosi dal suo 
pentamero di origine fino ad invadere il pentamero 
vicino. Ogni pentamero riceve quindi cinque braccia 
invadenti e allo stesso tempo ha altre cinque braccia 
con cui crea altri contatti. La formazione del capside 
dipende dalla diversa disposizione del braccio C- 
terminale tra i vari pentameri che si stanno associan- 
do. Poiché il braccio C-terminale è probabilmente fles- 
sibile e non organizzato in un pentamero libero, i 
blocchi di costruzione pentamerici del capside si com- 
portano, per modo di dire, come se fossero tenuti 
uniti da funi piuttosto che cementati tra loro mediante 
superfici complementari. La delezione del braccio C- 
terminale da una subunità VP1 ricombinante non im- 
pedisce la sua associazione in un pentamero, ma pre- 
clude a questo pentamero la possibilità di inserirsi 
in strutture simili a quelle del virus. 
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Struttura ai raggi X del batteriofago pX174 


Il batteriofago $X174 è un piccolo virus sferico che 
contiene un DNA circolare a catena singola di 5 386 
nucleotidi (la cui replicazione è discussa nel paragra- 
fo 31.3B). Il virione contiene anche 60 copie delle pro- 
teine F (426 residui), G (175 residui) e J (37 residui) 
e 12 copie della proteina H (328 residui). Studi al mi- 
croscopio elettronico hanno mostrato che sono pre- 
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senti dodici punte lunghe 32 À con un diametro di 
circa 70 À, che si estendono radialmente lungo gli 
assi icosaedrici del virione (Fig. 32.1d). Queste punte 
possono essere rimosse mediante trattamento con 
urea 4 M e sono costituite da cinque proteine G ed 
una proteina H. Il capside, che ha un diametro ester- 
no di circa 260 À, è costituito da proteine F e J. Ana- 
lisi mutazionali hanno stabilito che il recettore per 
i lipopolisaccaridi sulla membrana esterna dell’E. co- 
li si lega a determinanti sulle proteine F, G ed H. 
La struttura ai raggi X del batteriofago $X174 mo- 
stra che il capside virale consiste principalmente di 
proteine F disposte con una simmetria icosaedrica con 
T = 1. Il motivo strutturale centrale della proteina 
è un #8-barile antiparallelo di otto catene simile anche 
come orientamento a quello presente nella maggior 
parte degli altri virus sferici conosciuti. I dieci resi 
dui C-terminali di ogni proteina J creano contatti con 
la parte inferiore di una proteina F. La restante parte 
della proteina J non è visibile e, avendo un elevato 
contenuto in residui basici, probabilmente lega il DNA. 
Anche la proteina G contiene un 68-barile antiparalle- 
lo simile a quello riscontrato in molti altri virus, ma 
le sue catene 8 sono orientate radialmente invece che 
tangenzialmente. La proteina forma un canale idrofi- 
lico lungo l’asse di simmetria di ogni punta che può 
avere un diametro da 6 a 26 À e che probabilmente 
serve ad iniettare il DNA virale nella cellula di F. coli. 
La proteina H, che viene anch'essa iniettata nell’E. co- 
li, non è ovviamente visibile nella mappa della densi 
tà elettronica. Una nube diffusa della densità elettro- 
nica osservabile nel canale della proteina G potrebbe 
essere dovuta ad alcuni residui della proteina H. Il 
resto della proteina H, che ha un'elevata proporzione 
di residui di Glv e solo pochi residui aromatici e quin- 
di non ha un ripiegamento distinto, può essere loca 
lizzata all’interno del capside o all’esterno del virus. 
La differenza nella densità elettronica della struttu- 
ra ai raggi X della particella $X174 intatta e quella 
con un capside parzialmente vuoto, rivela che vi sono 
sotto la proteina F tre regioni della densità elettronica 
tra loro non connesse, vicino alla parte ordinata della 
proteina J. La prossimità di questa regione della den- 
sità elettronica con i residui basici della proteina e 
la sua forma caratteristica suggerisce che sia dovuta 
a 11 nucleotidi di una molecola di DNA parzialmente 
ordinata (non bisogna scartare però la possibilità che 
sia dovuta alla proteina H). Le differenze nelle mappe 
hanno anche rivelato la possibile presenza di uno io- 
ne Ca?* vicino all’ingresso del canale della proteina, 
in una posizione in cui potrebbe essere legato a cin- 
que residui di Asp simmetricamente equivalenti. Il 
legame dello ione Ca°* a questo sito potrebbe inne- 
scare l'espulsione del DNA attraverso il canale. 
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4. IL VIRUS DELL'INFLUENZA 


A. La struttura e il ciclo vitale 
del virus 


Un secondo sito di legame per il ligande 


sull'emoagglutinina del virus dell'influenza 


Le strutture ai raggi di diversi complessi tra l’aggluti- 
nina del virus dell'influenza e derivati del suo recet- 
tore sulla superficie della cellula, l'acido sialico, han- 
no consentito di stabilire che esiste un secondo sito 
di legame del ligande sull'agglutinina, oltre a quello 
identificato in precedenza, il sito primario (Fig. 32.47). 
Il secondo sito di legame è una tasca concava localiz- 
zata all'interfaccia tra le catene polipeptidiche HA1 
e HA2 di ogni monomero di emoagglutinina, vicino 
all'interfaccia tra due monomeri consecutivi. La rile- 
vanza fiosiologica di questo secondo sito di legame 
per il ligande ai fini dell'infezione dal virus dell’in- 
fluenza non è ancora stata identificata (la sua affinità 
per il recettore è stata stimata circa quattro volte più 
bassa di quella del sito primario). Può ad ogni modo 
essere utilizzato come bersaglio per disegnare un nuo- 
vo farmaco antivirale bivalente. 
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5. | PATOGENI SUBVIRALI 
B. | prioni 
La PrP© non è una proteina essenziale 


Il meccanismo che è stato proposto per spiegare la 
patogenesi e.la trasmissione di encefalopatie spugni 
formi come la «scrapie» nella pecora e la malattia di 
Creutzfeld-Jakob nell'uomo considera che l’agente in- 
fettivo o prione, PrPS, sia una forma modificata di 
una proteina normale dell'ospite, la PrP°. La protei- 
na normale, un prodotto della singolaîcopia del gene 
Prn-p, è presente principalmente sulla superficie ester- 
na dei neuroni. Anche se la funzione della PrP“ non 
è ancora nota, l'osservazione che il gene Prn-p è pre- 
sente in tutti i mammiferi fino ad ora esaminati ed 
anche nei polli, che viene espresso nei neuroni del 
cervello di embrioni e di adulti e che ha una elevata 
velocità di turmover, suggerisce che possa avere una 
sua rilevanza fisiologica. È stata una grande sorpresa 
vedere che topi transgenici, in cui i due geni Prn-p 
erano stati distrutti, si sviluppavano normalmente ed 
avevano un comportamento altrettanto normale al- 
meno fino all'età di sette mesi. Inoltre, incrociando 
due di questi topi Prn-p"% si aveva una progenie 
normale. 

La disponibilità di topi Prn-p"® pressoché normali 
rappresenta un'importante opportunità per verifica 
ve gli effetti di geni Prn-p esogeni e mutanti in quan- 
to il risultato non viene alterato dalla presenza di ge- 
ne endogeno. Se i topi privi di PrPf sono invece resi- 
stenti alla PrPS e se l'espandibilità del gene Prn-p è 
un fenomeno generale, diventa allora possibile alleva- 
re bestiame che sia refrattario alle encefalopatie eli- 
minando i loro geni Prn-p. Se le encefalopatie sono 
causate da accumulo di PrP" è possibile ritardare e 
anche invertire il progredire della malattia mediante 
trattamenti che diminuiscano l’espressione di PrPS. 

Resta da vedere perché l'inattivazione di un gene 
che viene espresso in così tante aree del cervello, in 
particolare durante lo sviluppo embrionale, ed in nu- 
merose specie non provoca effetti visibili. Negli euca- 
rioti inferiori, la distruzione omozigote del gene fre- 
quentemente non causa effetti fenotipici. È stato an- 
che stimato che circa il 50% delle distruzioni di que- 
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sto gene non genera nuovi fenotipi. Un'altra possibile 
spiegazione è che la distruzione di un dato gene ha 
effetti indefinibili i cui svantaggi selettivi possono di- 
ventare evidenti soltanto dopo molte generazioni. Inol- 
tre potrebbe accadere che la funzione di una proteina 
persa venga assunta da qualche altra proteina che, 
se venisse inattivata, causerebbe danni irreparabili. 
Potrebbe essere anche il caso di una proteina che è 
stata necessaria durante l’evoluzione ed ora non è più 
necessaria perché non ha una funzione discreta. 
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Un modello verificabile che tenta di riconciliare le oppo- 
ste ipotesi sul fatto che l'agente che trasmette le enceta- 
lopatie spugniformi come la «scrapie» sia costituito da una 
forma modificata della proteina normale dell'ospite PrP! 
priva di acidi nucleici oppure con acidi nucleici che de- 
vono essere un componente essenziale dell'agente di tra- 
smissione. 


CAPITOLO 33 


L'espressione dei geni negli eucarioti 


1. LA STRUTTURA DEI CROMOSOMI 
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Una recensione dettagliata sulla struttura dei cromosomi. 
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2. L'ORGANIZZAZIONE DEL GENOMA 


E. Famiglie di geni raggruppati: 
l'organizzazione 
dei geni dell'emoglobina 


Gli uomini contemporanei 
hanno avuto un antenato africano 


Il confronto delle sequenze di due segmenti iperva- 
riabili del DNA mitocondriale (mtDNA) da 189 per- 
sone di diversi ceppi etnici ha suggerito che, in ac- 
cordo con studi precedenti, l’uomo contemporaneo 
ha avuto un antenato comune africano che visse cir- 
ca 200 000 anni fa. L'assenza di mtDNA umano che 
divergeva più di 280 000 anni fa indica che le popo- 
lazioni umane che migravano dall'Africa sostituiro- 
no le polazioni euroasiatiche residenti che erano di- 
scese dall’Homo erectus che a sua volta era migrato 
dall'Africa tra 800 000 e 1000 000 di anni fa. 
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3. IL CONTROLLO DELL'ESPRESSIONE 
GENICA 


Ruolo delle particelle del nucleo dei nucleosomi e 
dell’istone H1 nella regolazione della trascrizione 


Nel tentativo di stabilire se la presenza di nucleoso- 
mi abbia qualche effetto sulla trascrizione dei DNA 
che li compongono, fu studiata la trascrizione in vi- 
tro della cromatina utilizzando i vari componenti pu- 
rificati. Il livello di trascrizione mediata dalla RNA 
polimerasi II diminuisce progressivamente all’aumen- 
tare della densità delle particelle del nucleo nucleo- 
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somico legate al DNA (diventava il 24 % della veloci- 
tà osservata con il DNA «nudo», cioè quando vi è una 
particella del nucleo ogni 200bp). Esperimenti, con- 
dotti usando una endonucleasi di restrizione in gra- 
do di rompere il DNA vicino al punto di inizio della 
trascrizione di quel particolare gene che sta per esse- 
re trascritto, hanno indicato che le particelle del nu- 
cleo dei nucleosomi tendono ad occupare i siti di ini- 
zio della trascrizione. Di conseguenza, questa repres- 
sione della trascrizione mediata dai nucleosomi non 
è rimossa dagli attivatori della trascrizione come l’Sp1 
ed il GAL4-V16 che si legano a specifici siti sul DNA 
localizzati a poca distanza dai punti di partenza del- 
la trascrizione. 

Se l’istone H1 viene aggiunto alle preparazioni de- 
scritte sopra in un rapporto di 0,5-1,0 molecole di 
istone per nucleosoma (200 bp di DNA), il livello del- 
la trascrizione risulta ridotto all’1-4% rispetto a quel- 
lo osservato con la cromatina contenente soltanto i 
nuclei nucleosomici. La repressione della trascrizio- 
ne mediata dall’istone Hi viene eliminata dall’aggiun- 
ta di Spi oppure di GAL4-V16. Con il DNA «nudo», 
l'aggiunta di questi fattori determina un aumento del- 
la velocità della trascrizione che può andare dalle tre 
alle otto volte. Questi fattori di trascrizione aumenta- 
no però il livello della trascrizione della cromatina 
repressa dall’istone H1 di un fattore che va da 90 
a 200 volte. Queste osservazioni hanno consentito di 
formulare un modello in cui il legame dei fattori di 
trascrizione depleta o riconfigura il nucleo dei nu- 
cleosomi e l’istone H1 è legato ai siti promotori dei 
geni attivati. 
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B° La regolazione dell'inizio della trascrizione 


Struttura ai raggi X della cerniera a leucina 
(leucine zipper) 


La leucine zipper è un motivo proteico altamente con- 
servato che partecipa alla dimerizzazione di una va- 
rietà di fattori di trascrizione eucariotici (paragrafo 
33.3). Questi motivi sono caratterizzati dall’avere un 
eptamero ripetuto (a-b-c-d-e-f-g),, in cui il residuo d 
è quasi sempre Leu (da qui il nome di cerniera a 
leucina), mentre il residuo a è di solito idrofobico 
(per esempio, vedi la Fig. 33.49, dove i residui a € 
d sono nelle posizioni 1 e 5). Questi residui formano 
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una striscia idrofobica su un lato dell’a-elica su cui 
si avvolge il polipeptide, promuovendo la dimeriz- 
zazione con un altro polipeptide (non necessariamente 
identico) e formando una struttura ripiegata a spira- 
le con due a-eliche parallele (Fig. 7.27). 

La struttura ai raggi X del polipeptide di 33 residui 
corrispondente alla cerniera a leucina dell’attivatore 
della trascrizione del lievito GCN4 ha rivelato che 
i primi 30 residui che contengono circa 3,6 eptameri 
ripetuti, sono ripiegati in otto giri di a-elica che di- 
merizza come descritto sopra formando circa un 
quarto di giro della struttura a spirale. La curvatura 
delle a-eliche nella spirale ripiegata deriva da un ac- 
corciamento dei legami idrogeno della catena princi- 
pale all’interfaccia del dimero, rispetto a quelli di- 
sposti invece all’esterno della struttura. La struttura 
del dimero può essere rappresentata come una scala 
a pioli avvolta su se stessa, i cui pali di sostegno sono 
gli scheletri covalenti delle a-eliche ed i pioli sono 
invece le catene idrofobiche che interàgiscono tra lo- 
ro. I residui di leucina conservati nella posizione d 
dell’eptamero, che formano sempre il secondo scali- 
no, non sono intercalati come mostra la Fig. 33.49b, 
ma interagiscono estremità contro estremità. Altri 
scalini sono formati dai residui a dell’eptamero ripe- 
tuto ( molto spesso residui di Val) mediante contatti 
analoghi a quelli della leucina. Ogni catena laterale 
della leucina nella posizione d oltre che interagire 
con la catena laterale di un altro residuo di leucina 
d' simmetricamente correlato di un altro polipepti- 
de, forma contatti anche con la catena laterale del 
residuo seguente nella posizione e’. Analogamente, 
la catena laterale del residuo in a interagisce simme- 
tricamente con a'/ e forma contatto con il residuo 
g°. Questi due gruppi di strutture generano un'este- 
sa interfaccia idrofobica tra le eliche che compongo- 
no la spirale ripiegata. 

In confronto alle classiche spirali ripiegate a due 
catene delle proteine fibrose come la cheratina (pa- 
ragrafo 7.2A) e la miosina (paragrafo 34.3A), queste 
cerniere a leucina sono molto più corte e contengono 
una proporzione molto più elevata di residui di leu- 
cina (una spirale classica ha in media dal 25 al 50% 
di residui Leu nella posizione d). Perché allora i resi- 
dui di leucina sono così conservati nelle cerniere a 
leucina? La spiegazione più semplice è che l’eptame- 
ro ripetuto con i residui di Leu sia il criterio princi 
pale utilizzato per identificare le cerniere a leucina. 
Alla luce però di studi genetici che indicano che i 
residui di leucina alla posizione d della cerniera a 
leucina del GCN4 sono meno tolleranti alle mutazio- 
ni che gli altri residui idrofobici nella posizione a, 
appare chiaro che questi residui di Leu conferiscono 
una stabilità particolare alla spirale. Quindi la mag- 
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giore proporzione di residui di Leu nelle cerniere 
a leucina rispetto alle classiche spirali ripiegate può 
semplicemente riflettere una loro diversa funzione: 
le spirali classiche hanno in genere ruoli strutturali 
e dinamici che richiedono l’interazione tra proteine 
per tratti considerevoli, mentre le cerniere a leucina 
sono interfacce per la dimerizzazione che l’evoluzio- 
ne ha mantenuto più corte possibili, rendendo al con- 
tempo massima la loro stabilità. La generale prefe- 
renza per catene laterali alifatiche ramificate nelle 
posizioni a e d osservata nelle strutture cristalline 
può derivare dalla loro capacità di riempire gli spazi 
tra le eliche che si stanno associando. Catene laterali 
più piccole, come quelle dell’Ala, lascerebbero bu- 
chi, mentre catene laterali più grandi, come quella 
della Phe, potrebbero distorcere la struttura. 
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Struttura ai raggi X del recettore 
dei glucocorticoidi complessato con il DNA 


Il recettore dei glucocorticoidi lega l'ormone glico- 
corticoide (un tipo di ormone steroideo, paragrafo 
34.4A) nel citoplasma e poi diffonde ‘al nucleo dove 
si lega alle sue sequenze di DNA bersaglio, gli ele- 
menti della risposta glucocorticoide (GRE), modulan- 
do la velocità di trascrizione dei geni a loro associati. 
Il recettore dei glicocorticoidi è un membro della su- 
perfamiglia dei recettori nucleari che compren- 
de i recettori per i vari ormoni steroidei, della vita- 
mina D dell’acido retinoico e degli ormoni tiroidei 
(paragrafo 34.4A). Queste proteine recettrici, molte 
delle quali attivano gruppi di geni distinti, ma so- 
vrapposti, hanno un’organizzazione comune dei lo- 
ro domini funzionali per il legame del ligande, il le- 
game del DNA e per la regolazione della trascrizio- 
ne. I domini che legano il DNA dei recettori nucleari 
contengono otto residui di Cys che a gruppi di quat- 
tro coordinano in modo tetraedrico due ioni Zn°*. 
Essi sono conosciuti con il nome proteine contenenti 
zinc finger (dito di zinco), anche se le loro strutture 
sono diverse dalle proteine contenenti zinc finger clas- 
siche (Cysy-Hiss; Fig. 33.47 e paragrafo 33.3). 

È stata determinata la struttura ai raggi X di due 
segmenti di DNA complessati con il dominio di 86 
residui che lega il DNA del recettore per i glucocor- 
ticoidi di ratto. Il primo segmento chiamato GREus 
contiene due mezzi siti GRE ideali a 6 bp disposti 
simmetricamente tra uno spaziatore di 4 bp, mentre 
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il secondo DNA, il GRE3s, differisce dal primo in 
quanto il suo spaziatore è di 3 bp. In entrambi i com- 
plessi, la proteina forma un dimero simmetrico me- 
diante contatti proteine-proteine anche se non pre- 
senta alcuna tendenza a dimerizzare in assenza di 
DNA (studi all’NMR hanno indicato che la regione 
di contatto è molto flessibile in soluzione). La strut- 
tura della subunità ricorda la struttura all’NMR del 
recettore dei glucocorticoidi in assenza di DNA (pa- 
ragrafo 33.3): è costituita da due moduli struttural- 
mente distinti, ognuno nucleato da un centro di coor- 
dinazione per uno ione Zn°*, che è strettamente as- 
sociato in modo da formare un avvolgimento com- 
patto. Il modulo C-terminale contiene l’intera inter- 
faccia per la dimerizzazione ed ha la possibilità di 
formare diversi contatti con i gruppi fosforici dello 
scheletro covalente del DNA. Il modulo N-terminale 
è pure ancorato ai gruppi fosforici dello scheletro del 
DNA e forma per tutta la sequenza punti di contatto 
specifici con il GRE mediante l’inserzione di una sua 
a-elica nella scanalatura principale del DNA. 
Quando è complessata al GRE3s, una subunità del 
recettore per i glucocorticoidi si lega a mezzo sito 
del GRE in maniera strutturalmente identica anche 
se il numero dispari di coppie di basi nello spaziato- 
re, che la proteina non riconosce, rende la sequenza 
del DNA non palindromica. Nel complesso con il 
GRE:s, la proteina dimerica mantiene una ‘struttura 
essenzialmente identica a quella presente nel com- 
plesso con il GRE;s, e quindi soltanto una delle sue 
subunità lega il GRE e lo fa con le stesse caratteristi. 
che osservate nel complesso con il GREys. L'altra su- 
bunità viene spostata fuori dal contatto con il GRE 
da un'interazione proteina-DNA costituita da una sin- 
gola coppia di basi, un fatto sorprendente alla luce 
dell’incapacità della proteina di dimerizzare in as- 
senza di DNA. Quindi, le due subunità e il DNA si 
associano in un modo cooperativo che favorisce il le- 
game dei recettori dei glucocorticoidi ai suoi bersa- 
gli con i mezzi siti opportunamente spaziati. I mem- 
bri della famiglia dei recettori nucleari riconoscono 
spesso elementi di risposta con sequenze a mezzi siti 
simili o anche identiche, ma con diverso orientamento 
e spaziatura. Queste osservazioni rappresentano le 
basi strutturali per la graduale affinità che questi re- 
cettori hanno nei confronti dei loro geni bersaglio. 
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Struttura ai raggi X e all’NMR del GAL4 


La proteina del lievito GAL4 è un attivatore della 
trascrizione per diversi geni che codificano le protei- 
ne che partecipano al metabolismo del galattosio. Que- 
sta proteina di 881 residui si lega a 17 coppie di basi 
del segmento di DNA sotto forma di dimero. Il seg- 
mento tra i residui 1-65, che contiene dei reidui di 
Cys che nel loro insieme legano due ioni Zn°*, è im- 
plicato nel legame del DNA, il segmento tra i residui 
65-94 partecipa alla dimerizzazione (anche se, come 
vedremo, pure il segmento 1-65 ha una sua funzione 
nella dimerizzazione), la quarta parte della proteina 
agisce come una regione acida di attivazione della 
trascrizione. È stata determinata la struttura del fram- 
mento N-terminale di 65 residui del GAL4 in solu- 
zione sia derivata da studi all’MNR e sia mediante 
la diffrazione dei raggi X in un complesso con una 
sequenza simmetrica di 17 bp di DNA. 

Nella struttura ai raggi X, la proteina si lega al DNA 
come un dimero simmetrico, anche se in assenza di 
DNA essa è sempre un monomero. Ogni subunità 
si avvolge in tre moduli distinti: un dominio compat- 
to contenente Zn°* (residui 8-40) che lega specifiche 
sequenze di DNA, un tratto di collegamento in for- 
ma estesa (residui 41-49) e un corto elemento areli- 
coidale di dimerizzazione (residui 50-64). Nel primo 
modulo, gli ioni Zn°* sono coordinati in modo te- 
traedrico con 6 residui di Cys (2 di questi residui le- 
gano entrambe gli ioni metallici, formando un rag- 
gruppamento binucleato). La catena polipeptidica di 
questo modulo forma due corte a-eliche collegate da 
un ripiegamento e quindi il modulo insieme agli ioni 
metallici che contiene viene ad avere una simmetria 
pseudo-doppia. Le eliche di dimerizzazione sì asso- 
ciano formando un corto segmento di spirale ripie- 
gata, molto simile a quello delle cerniere a leucina, 
in cui la regione di contatto tra le eliche che com- 
pongono la spirale è stabilizzata dalla presenza di 
tre coppie di residui di Leu e di una coppia di residui 
di Val. 

La spirale ripiegata è localizzata nella scanalatura 
secondaria del DNA in modo che l’asse della supere- 
lica coincida con il doppio asse di simmetria del DNA. 
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Il tratto di collegamento che unisce la spirale ripie- 
gata al modulo che lega il DNA, si avvolge intorno 
al DNA seguendo la scanalatura secondaria fino a che, 
dopo aver raggiunto il modulo che lega il DNA, non 
entra nella scanalatura principale. I due moduli che 
legano il DNA simmetricamente correlati si avvici- 
nano alla scanalatura principale del DNA da lati op- 
posti, distanti 1,5 giri dell’elica, invece che dalla stes- 
sa parte del DNA, alla distanza di un giro dell’elica 
(come fanno invece le proteine con struttura elica- 
ripiegamento-elica e il recettore dei glucocorticoidi). 
La risultante struttura relativamente aperta potreb- 
be permettere ad altre proteine di legarsi al DNA. 

La proteina crea contatti specifici con una sequenza 
molto conservata CCG nel DNA, mediante l’elica N- 
terminale del modulo che lega il DNA. Ora conoscia- 
mo tre tipi strutturalmente diversi di domini conte- 
nenti lo ione Zn?* che legano il DNA mediante l’in- 
serzione di una a-elica nella scanalatura principale del 
DNA: quella presente nel GALA e i' domini zinc finger 
Cyss-Hiss e Cysy-Cyso. I DNA complessato a GAL4 mo- 
difica solo di poco la conformazione strutturale tipica 
del DNA-B. La conformazione della proteina in solu- 
zione determinata con tecniche all’NMR è analoga a 
quella osservata nel complesso cristallino con il DNA. 
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Un fattore di trascrizione composto da RNA 


Per il riconoscimento del promotore da parte della 
RNA polimerasi III, che sintetizza PRNA ribosomia- 
le 5S, i tRNA e una varietà di altri piccoli RNA cito- , 
plasmatici e nucleari (paragrafo 29.2F), è necessaria 
la presenza di diversi fattori di trascrizione, compre- 
si il TFIMA, il TFIIIB e il TFIID (la proteina che lega 
il TATA che, fino a poco fa, si pensava fosse un fat- 
tore di inizio per la RNA polimerasi Il). È stato sco- 
perto di recente che l’attività dell'RNA polimerasi 
III del baco da seta richiede anche la presenza di un 
altro fattore di trascrizione, il TFR, che è un RNA 
invece di una proteina. Infatti, questa molecola con 
una massa molecolare di circa 45 kD è stabile al calo- 
re, resiste all’azione dei detergenti, del fenolo, delle 
proteasi e della DNasi, ma viene distrutta dagli alcali 


e dalla RNasi. Come funziona questo fattore di tra- 
scrizione ad RNA? Le risposte possono essere diver- 
se: una possibilità è che partecipi all’assemblaggio del 
complesso di pre-inizio, può avere una funzione ca- 
talitica come i ribozimi che promuovono il processo 
di splicing oppure può servire per unire il resto del 
macchinario per la trascrizione al DNA stampo. In 
ogni caso la scoperta del coinvolgimento di RNA nel- 
la sintesi dell'RNA conferma una volta di più l’idea 
che gli RNA precedettero le proteine nell’evoluzione 
dei sistemi viventi. 
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La selezione dei siti di splicing alternativo 


I pre-RNA con molti introni possono andare incon- 
tro a processi di splicing a livelli di siti alternativi, 
generando quindi diversi tipi di mRNA (per esem- 
pio, vedi Fig. 33.51). Il fenomeno di splicing alterna- 
tivo può avere diverse conseguenze fisiologiche. La 
determinazione del sesso nella Drosophila è gover- 
nata in particolar modo dalla selezione dei siti di spli- 
cing mediata dai prodotti dei geni ser lethal, tran- 
sformer e transformer-2. Nelle cellule infettate da 
Sv40, il grande antigene T che partecipa alla replica- 
zione del DNA dell’SV4 (paragrafo 31.4), viene codi- 
ficato da un mRNA prodotto selezionando il primo 
dei due siti 5’ di splicing alternativo nel suo pre- 
mRNA. Con la selezione del secondo sito 5’ di spli- 
cing, tranne lo stesso sito 3’ di splicing, si ottiene 
YMRNA per il piccolo antigene T che contiene la 
stessa sequenza N-terminale del grande antigene T, 
ma una diversa sequenza C-terminale come conse- 
guenza dello spostamento della fase di lettura deri- 
vata dallo splicing alternativo. 

L'osservazione che il rapporto tra mRNA per il pic- 
colo antigene T e per il grande antigene T varia con 
la natura della cellula infettata, suggerisce che quella 
cellula possa contenere un fattore che regola la sele- 
zione dei siti di splicing. Ciò ha portato all’isolamen- 
to di una proteina di 248 amminoacidi chiamata fat- 
tore 1 di splicing alternativo (ASF-1)i cui 80 resi- 
dui N-terminali sono omologhi ai motivi che ricono- 
scono l’RNA (RRM) trovati in molte proteine che le- 
gano l’RNA (paragrafo 29.4). L’ASF-1 contiene anche 
un segmento di 50 residui ricco nei dipetidi Arg-Ser 
e Ser-Arg, una sequenza polipeptidica simile a quel- 
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la codificata dai geni della Drosophila transformer 
e transformer-2. L’uso di ASF-1 espressa nei batteri 
in esperimenti di splicing in vitro ha dimostrato in 
modo chiaro che la selezione del sito di splicing al- 
ternativo può essere influenzata da un fattore di spli- 
cing generale. 
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La malattia del cromosoma X fragile 


La malattia del cromosoma X fragile, la più co- 
mune forma di ritardo mentale ereditario, colpisce 
un maschio ogni 500 e una femmina ogni 2 500. Il 
suo nome deriva dal fatto che negli affetti dalla ma- 
lattia la punta del braccio lungo del cromosoma X 
è collegata al resto del cromosoma mediante un filo 
sottile che viene rotto facilmente. La genetica della 
malattia è piuttosto bizzarra. Tra il 20 ed il 50% dei 
maschi che portano una mutazione che determina 
il cromosoma X fragile sono asintomatici, sia clinica- 
mente che citogeneticamente. Le loro figlie sono al- 
trettanto asintomatiche, ma i figli di queste figlie sia 
maschi che femmine possono avere la malattia. (Ri- 
cordate che i difetti genetici legati al cromosoma X 
sono spesso fenotipicamente espressi nei maschi, in 
quanto hanno un solo cromosoma X, mentre le fem- 
mine, che hanno due cromosomi X, esibiscono i sin- 
tomi di un difetto recessivo legato al cromosoma X, 
soltanto se entrambi i loro cromosomi X contengono 
la mutazione). Evidentemente, il difetto del cromo- 
soma X fragile viene attivato in qualche modo dal 
passaggio attraverso una femmina. 

L'espressione fenotipica della malattia del cromo- 
soma X fragile è legata alla anormale metilazione di 
un gruppo CpG vicino o addirittura nel sito fragile. 


I maschi asintomatici hanno un inserto (CCG),, do-, 


ve n può essere 40 + 25 nel sito apparentemente 
trasmesso come tale alle figlie. Nella generazione suc- 
cessiva, l’80% degli individui che hanno ereditato il 
gene del cromosoma X fragile presentano una sor- 
prendente espansione (amplificazione) del frammen- 
to anormale a n = 700 + 150 accompagnato dalla 
comparsa dei sintomi della malattia. Questi inserti 
espansi differiscono per dimensioni anche tra fratel- 
li e spesso presentano una eterogeneità individuale 
che suggerisce una probabile origine mediante mu- 
tazioni somatiche. Il gene mutato non è metilato nei 
maschi asintomatici ed è metilato soltanto nei cro- 
mosomi X inattivi delle loro figlie (uno dei due cro- 
mosomi X delle cellule somatiche delle femmine vie- 
ne mantenuto in uno stato trascrizionalmente inatti- 
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vo, probabilmente mediante metilazione; paragrafo 
33.3A) e completamente metilato nella maggior par- 
te dei maschi portatori della malattia. 

Una possibile spiegazione di questo strano compor- 
tamento genetico della malattia del cromosoma X fra- 
gile potrebbe essere quella che la considera come una 
conseguenza di un fenomeno noto con il nome di 
imprinting genomico, in cui i geni omologhi ere- 
ditati dalla madre e dal padre sono espressi in modo 
differente in fratelli, per effetto di modificazioni chi 
miche diverse, probabilmente le metilazioni. In que- 
sto modello, il gene o i geni del cromosoma X fragile 
non sono espressi in una femmina portatrice della 
malattia per effetto dell’imprinting genomico. Risul- 
ta però difficile adattare questo modello all’espansio- 
ne dell’inserto tipico del cromosoma X fragile come 
risultato di mutazioni somatiche. L'espansione di per 
sé può essere responsabile di tutte le caratteristiche 
genetiche del cromosoma X fragile anche se non sap- 
piamo perché avvenga questa amplificazione. Con il 
recente sviluppo delle capacità di identificare il di- 
fetto del cromosoma X fragile in portatori asintoma- 
tici, diventa ora possibile verificare questo modello 
e fornire consulenze genetiche appropriate alle fa- 
miglie a rischio. 

Sono state identificate recentemente altre condizioni 
patologiche in cui si ha una espansione di un trinu- 
cleotide ripetuto ricco in CG. La distrofia miotoni- 
ca (DM), la più comune forma di distrofia muscolare 
dell'adulto (è stata stimata una sua incidenza di 1 ca- 
so ogni 8 000 individui), è una malattia autosomica 
dominante caratterizzata principalmente da un pro- 
gressivo indebolimento e consumo del muscolo, la 
cui gravità aumenta nelle generazioni sucessive, men- 
tre diminuisce l’età di comparsa della malattia (un 
fenomeno noto con il nome di anticipazione gene- 
tica). La sua forma più grave, la DM congenita, vie- 
ne trasmessa esclusivamente dalla madre e deriva da 
un inserto nella regione 3’ non tradotta di un gene 
che codifica ciò che sembra essere una proteina chi- 
nasi espressa nei tessuti colpiti dalla DM. L’inserto, 
la tripletta ripetuta (CTG),, è presente in quantità va- 
riabile tra le 5 e 27 copie anche nei soggetti normali, 
ma è espansa ad almeno 50 ripetuti nei pazienti con 
sintomi minimi fino a inserti di diverse kb in quelli 
con forme gravi della malattia. L'atrofia muscola- 
re spinale e bulbare (malattia di Kennedy) è una 
forma di malattia, legata al cromosoma X che com- 
pare nell’adulto e che colpisce il neurone motorio, 
ed è associata a una insensibilità agli androgeni (or- 
moni sessuali maschili). La malattia è causata da un 
ripetuto polimorfico (CAG), nel gene del recettore 
degli androgeni, ma la malattia non è associata a 
un’amplificazione genetica. 


ILE 
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4. IL DIFFERENZIAMENTO CELLULARE 


La regolazione del ciclo cellulare 


Quali sono gli eventi cellulari che controllano l’inizio 
della mitosi (divisione cellulare)? Le prime indicazio- 
ni su questo processo furono ottenute da esperimen- 
ti su embrioni di invertebrati marini che rivelarono 
che una classe di proteine chiamate cicline si accu- 
mula durante il ciclo cellulare (paragrafo 31.4A) per 
poi sparire bruscamente appena prima della porzio- 
ne anafase della mitosi (Fig. 27.2). Gli embrioni dei 
molluschi bivalvi contengono due tipi di cicline, la 
ciclina A e la ciclina B, facilmente distinguibili in 
base alle diverse sequenze amminoacidiche e ai mo- 
menti di accumulo e distruzione durante il ciclo cel- 
lulare. In molti tipi di eucarioti sono state scoperte 
proteine omologhe a queste, dal riccio di mare al 
l’uomo, e quindi non è sorprendente che tutte le cel 
lule eucariotiche seguano la stessa versione del ciclo 


1 


ne, anche se non molto correlate alle cicline A e B). 

La ciclina B si combina con una proteina detta 
p344 (cede sta per ciclo di divisione ccellulare) la 
cui sequenza amminoacidica indica chiaramente che 
è un membro della famiglia delle proteine chinasi 
Ser/Thr. È proprio quest’ultima proteina che si è di- 
mostrata avere un ruolo fondamentale nella regola- 
zione del ciclo cellulare in specie che vanno dal lievi. 
to all'uomo. È in grado di svolgere questa funzione 
fosforilando una varietà di proteine nucleari, tra cui 
l’istone H1, la pp60©“, la p53 e la proteina (Rb) del 
retinoblastoma che probabilmente inizia la cascata 
di eventi cellulari che culmina con la mitosi. Il lega- 
me della ciclina B alla p34€%*, che forma un com- 
plesso chiamato alternativamente cde2 chinasi op- 
pure fattore che promuove la fase M (MP), atti 
va la p34®. Questa però non è l’intera storia. In- 
fatti la ps4 è anch'essa una fosfoproteina che può 
essere fosforilata sia a livello della Tyr 15 che a livel- 
lo della Thr 167: la cdc2 chinasi è attiva soltanto quan- 
do la Tyr 15 è defosforilata e quando la Thr 167 è 
fosforilata. Inoltre la fosforilazione della Tyr 15 ri- 
chiede la presenza della ciclina B: quindi uno scena- 
rio ragionevole, ma ovviamente troppo semplificato, 
per la regolazione del ciclo cellulare potrebbe essere 
quello seguente. La cellula entra nella fase G1 del 
ciclo cellulare con la ciclina B che è stata proteolizza- 
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ta e la Thr 167 della p34%° defosforilata. L'enzima, 
ancora sconosciuto, che rifosforila la Thr 167, richie- 
de la presenza della ciclina B e che la Tyr 15 sia fo- 
sforilata. Il risultante complesso ciclina B-p34#%° dop- 
piamente fosforilato è inattivo fino a che la Ty5 non 
viene defosforilata, portando all’attivazione della cde2 
chinasi. L’intero sistema sembra quindi predisposto 
per mantenere la p34°% nello stato inattivo mentre 
la ciclina B si accumula durante la fase S del ciclo 
cellulare. La rapida e specifica defosforilazione della 
Tyr 15 al confine tra G2 e M ad opera di una fosfata- 
si, prodotta del gene cde25, attiva la cde2 chinasi 
che a sua volta innesca la mitosi (fase M). Arrivati 
a questo punto, la ciclina B viene rapidamente pro- 
teolizzata, attraverso la via proteolitica ubiquitina-di- 
pendente (paragrafo 30.6B), seguita da una altrettan- 
to rapida defosforilazione della Thr 167 sulla Daan. 
Questo processo inattiva la cdc2 chinasi riportando 
la cellula già divisa alla fase G1. 


BIBLIOGRAFIA 


DraETTA, G., (1990), «Cell cvele control in eukaryotes: mo- 
lecular mechanisms of cdc2 activatione, Trends Biochem. 
Sci., 15, pp. 378-383. 

Forsuro, S.L. e NURSE, P., (1991), «Cell cycle regulation in 
the yeasts Saccharomwces cerevisiae and Schizosaccha- 
romyces pombe», Ann. Rev. Cell Biol., 7, pp. 227-256. 

HunTER, T. e Pixes, J., (1991), «Cvclins and cancer», Cell, 
66, pp. 1071-1074. 

MILLAR, J.B. e RussetL, P., (1992), «The cdc25 M-phase in- 
ducer: An unconventional protein phosphatase», Cell, 
68, pp. 407-410. 


B. Le basi molecolari dello sviluppo 


Qualcosa di più sui geni Hox 


I geni omeotici del topo, i geni Hox, sono organizzati 
in quattro raggruppamenti, ognuno dei quali, come 
i gruppi di omeodomini (omeobox) della Drosophila, 
viene attivato dal 3’ al 5’ nello stesso ordine con cui 
vengono attivati dall’estremità posteriore all’estremità 
anteriore dell'embrione (paragrafo 33.4). Questi geni 
possono essere classificati in una sottofamiglia che 
occupa una posizione analoga in tutti i quattro grup- 
pi di geni Mor. L'uomo ha quattro gruppi di geni 
Hox ognuno dei quali contiene nove o più geni, che 
hanno disposizioni lineari omologhe. 

Gli omozigoti che risultano dalla sostituzione della 
sequenza codificante del gene Hox-3.1 nelle cellule 
staminali di embrione di topo con quella del gene 
lacz di E. coli nascono vivi, ma di solito muoiono 
in pochi giorni. Essi hanno deformazioni scheletri- 
che a livello delle regioni del tronco in cui diversi 
segmenti scheletrici sono trasformati in segmenti si- 
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mili a quelli più anteriori. L'espressione dell’attività 
B-galattosidasica (che viene valutata colorimetricamen- 
te) segue sia negli omozigoti che negli eterozigoti l’e- 
spressione dell’Hoxr-3.1 stabilendo quindi che la dele- 
zione dell’Hox-3.1 modifica l’identità, ma non la po- 
sizione delle cellule embrionali che di solito espri- 
mono l’Hor-3.1. L'acido retinoico (RA), un deriva- 
to della vitamina A (retinolo), presenta una distri 
buzione graduata nell’ala del pollo in via di svilup- 
po. Si è quindi pensato che potesse essere un morfo- 
geno, una sostanza che, attraverso una variazione del- 
la sua concentrazione, fornisse alla cellula informa- 
zioni sulla sua posizione. La somministrazione siste- 
matica di RA durante l’embriogenesi del topo portò 
alla comparsa di malformazioni, in particolare de- 
formità scheletriche che sembravano derivare da uno 
scambio delle normali caratteristiche del posteriore 
e dell’anteriore. Molte osservazioni sperimentali in- 
dicano che l’espressione dei geni Hox genera infor- 
mazioni posizionali che l’RA invece distrugge. I geni 
Hox vengono attivati differenzialmente dall’acido re- 
tinoico in base alla loro posizione nei gruppi Hox: 
quelli disposti verso l'estremità 3’ del gruppo sono 
indotti massimamente anche a concentrazioni di RA 
pari a 1078 m, quelli che vanno verso l’estremità 5‘ 
del gruppo richiedono per la loro induzione concen- 
trazioni di RA circa 1075 Mm, mentre quelli all’estre- 
mità 5’ sono insensibili all’acido retinoico. L’RA alla 
concentrazione di 1075 m, attiva sequenzialmente i 
geni Hox a partire dall’estremità 3’ verso l’estremità 
5’ di un raggruppamento, lo stesso ordine della loro 
espressione in sistemi di sviluppo assiali come lo sche- 
letro o il sistema nervoso. 
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C. Le basi molecolari del cancro: 
gli oncogeni 


Geni soppressori dei tumori 


La proliferazione delle cellule normali viene appa- 
rentemente regolata dalle azioni contrarie dei pro- 
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dotti dei proto-oncogeni che promuovono la crescita 
dei prodotti dei geni soppressori dei tumori che con- 
trastano la crescita. Le mutazioni che incrementano 
le attività delle proteine prodotte dai proto-oncogeni 
o le attività delle proteine prodotte dai geni soppres- 
sori dei tumori portano alla comparsa del cancro, una 
proliferazione non controllata delle cellule. L'esistenza 
dei geni soppressori dei tumori fu scoperta diversi 
anni dopo quella degli oncogeni, nondimeno alcuni 
di questi geni sono stati caratterizzati, compreso il 
gene (Rb) del retinoblastoma, il gene p53 (paragrafo 
33.4), il gene della neurofibromatosi di von Reck- 
linghausen (NF-1) e il gene (c-erbA) del recettore 
degli ormoni tiroidei. 

Il gene che codifica la proteina p53 è uno dei geni 
più comunemente alterati nel cancro dell’uomo. Che 
la proteina p53 sia un soppressore dei tumori è di 
ventato chiaro introducendo una mutazione «null» nel 
gene p53 delle cellule staminali di embrioni di topo. 
I topi omozigoti per l’allele «null» si sviluppavano nor- 
malmente ma erano inclini allo sviluppo di una va- 
rietà di tipi di cancro dall’età di sei mesi. La funzio- 
ne fisiologica delle p53 è probabilmente quella di par- 
tecipare alla regolazione del ciclo cellulare. La p53 
viene fosforilata, in un modo dipendente dal ciclo 
cellulare, dalla cdc2 chinasi (vedi sottoparagrafo pre- 
cedente). Per spiegare gli effetti di un gene p53 mu- 
tante sono state formulate due ipotesi. Nella prima, 
la p53 regola l’inizio della replicazione del DNA, ipo- 
tesi che si basa sull’osservazione che la p53 normale 
di topo blocca l'interazione dell’antigene T grande 
dell’SV40 con la DNA polimerasi a, impedendo quindi 
l’inizio della replicazione dell’SV40 (l’antigene T gran- 
de è un’elicasi che srotola di DNA duplex al punto 
di origine della replicazione dell’SV40). La seconda 
ipotesi si basa sul fatto che la p53 attiva, direttamen- 
te o indirettamente, la trascrizione: infatti la p33 è 
una proteina che lega sequenze specifiche di DNA, 
ma non si conosce ancora il ruolo dei segmenti di 
DNA a cui la p53 si lega. 

È ormai nota la funzione della pRB, il prodotto 
del gene Rb. La forma poco fosforilata della pRB for- 
ma un complesso con E2F, un fattore di trascrizione 
che regola l’espressione di diversi geni cellulari e vi- 
rali. E2F è stato identificato per la prima volta come 
un fattore cellulare coinvolto nella regolazione del 
gene E2 dell’adenovirus da parte del prodotto onco- 
genico E1A dell’adenovirus, ma ulteriori studi han- 
no dimostrato che anche il gene E4 dell’adenovirus 
partecipa a questo processo. È stato scoperto di re- 
cente che la proteina ELA promuove la dissociazione 
di pRB da E2F, complessandosi con pRB. La proteina 
E2F così liberata si combina con la proteina E4 sul 
promotore dell'E2 dell’adenovirus, stimolando la tra- 


scrizione del gene E2. Queste osservazioni suggeri- 
scono che l’interazione tra pRB e E2F sia rilevante 
ai fini della soppressione della proliferazione cellula- 
re e che la dissociazione del complesso sia almeno 
in parte il mezzo con cui E1A inattiva la funzione 
di pRB. 
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homeodomain-operator complex suggests a general mo- 
del for homeodomain-DNA interactions», Cell, 67, pp. 
517-528. 


CAPITOLO 34 


Fisiologia molecolare 


1. LA COAGULAZIONE DEL SANGUE 


B. L'attivazione della trombina e la funzione 
della vitamina K 


Un nuovo modello per la funzione del fattore XI 


Nella cosiddetta via intrinseca della coagulazione del 
sangue (Fig. 34.1), una superficie carica negativamente 
può attivare il fattore XII in una reazione che coin- 
volge il chininogeno ad alto peso molecolare (HMWK) 
e la precallicreina. Il fattore XII attivato (fattore XIIa) 
attiva poi il fattore XI che a sua volta attiva il fattore 
IX e così via. L'osservazione che gli individui defi- 
cienti in fattore XI vanno incontro a sanguinamenti 
indica chiaramente che il fattore XI ha una funzione 
importante nella emostasi. Come è citato nel testo. 
la deficienza di futtore XII, HMWK e di precallicrei- 
na non genera problemi di sanguinamento, il che 
significa che il fattore XI può essere attivato in vivo 
anche con sistemi diversi dalla via intrinseca. 

È stato proposto un nuovo modello della cascata 
della coagulazione del sangue in cui il fattore XI vie- 
ne attivato dalla trombina, una serina proteasi che 
attiva proteoliticamente il fibrinogeno, il fattore VII 
ed il fattore VIII Questo modello si basa sull’osserva- 
zione che, in assenza di cofattori, la trombina è il 
più potente attivatore del fattore XI, molto più del 
fattore XIla. Infatti, il legame Arg-Ile sul fattore XI 
che viene rotto dal fattore XIla si sovrappone alla 
sequenza immediatamente precedente Lys-Pro-Arg 
che è il tipico sito di rottura della trombina. In pre- 
senza di destran solfato, un polimero carico negati- 
vamente che mima gli effetti della superficie di una 
ferita, il fattore XI viene attivato a una velocità 200 
volte più elevata di quella della trombina da sola. 
Questo processo può avvenire anche in assenza di 
trombina; il fattore XI può quindi autoattivarsi. Sem- 
bra probabile che il fattore XI, mediante una iniziale 
attivazione da trombina seguita da una autoattiva- 
zione, serva a sostenere il processo di coagulazione. 
La coagulazione del sangue verrebbe quindi iniziata 
soltanto dalla via estrinseca (Fig. 34.1). 
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2. L'IMMUNITÀ 
A. La risposta immunitaria 
I peptidi legati alle proteine MHC Classe I 


La risposta immunitaria cellulare viene iniziata da 
una digestione proteolitica all’interno della cellula sia 
di proteine estranee che di proteine normali e dalla 
presentazione dei risultanti frammenti peptidici com- 
plessati con una proteina MHC Classe I ai recettori 
delle cellule T, per una verifica. Le strutture ai raggi 
x. determinate qualche tempo fa, delle proteine MHC 
Classe I HLA-A2 e HLA-Aw68 (paragrafo 34.2) han- 
no rivelato la presenza di questi peptidi legati, ma 
con una insufficiente definizione per poterli caratte- 
rizzare. Studi più recenti sulla struttura ai raggi X 
della proteina HLA-B27 (il prodotto di un allele HLA- 
B) ha fornito un'immagine molto chiara dei peptidi 
legati. 

La struttura molecolare dell’HLA-B27 ricorda mol- 
to da vicino quelle delle proteine HLA-A2 e HLA- 
w68, come ci si doveva aspettare da un’omologia di 
sequenza del 90% tra queste proteine. Il peptide che 
occupa la fessura di legame della HLA-B27 è un no- 
napeptide con una conformazione estesa e con le ca- 
tene laterali che sporgono dalla catena principale al- 
ternativamente in direzioni opposte, come accade per 
le catene laterali dei foglietti 8 (Fig. 7.17). Le catene 
laterali dei residui P2, P3, P7 e P9 (dove Pn rappre- 
senta la posizione del residuo nel peptide) guardano 
verso l'interno per contattare la proteina in una ta- 
sca che sembra fatta apposta per contenerli. Le altre 
catene laterali sono almeno parzialmente in contatto 
con il solvente e potrebbero intergire con il recetto- 
re delle cellule T. La dimensione e la composizione 
in amminoacidi delle tasche che contengono le cate- 


ne laterali suggeriscono che vi siano restrizioni per 


la sequenza dei peptidi che I’HLA-827 può legare. 
Per esempio, la catena laterale P2 si lega in una tasca 
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idrofobica che termina vicino ai residui carichi negati- 
vamente Glu 45 e Cys 67; quindi in questa tasca si le- 
gano preferenzialmente lunghe catene laterali cariche 
positivamente. Infatti, tutti gli 11 peptidi che sono sta- 
ti eluiti dall’HLA-B27 (vedi più avanti) contengono un 
residuo di Arg alla posizione P2. L’identità delle altre 
catene laterali, anche se meno limitate di quella della 
posizione P2, hanno proprietà che si adattano più o me- 
no a quelle delle tasche a cui devono legarsi, mentre 
quelle esposte al solvente hanno identità molto variabili. 

I peptidi legati alle varie proteine MHC classe I sono 
stati sequenziati, compresi quelli eluiti dalla HLA-A2 
e dalla HLA-B27 di uomo e dalle H-2-K9, H-2-K® e 
H-2-D® di topo. I peptidi K® legati sono ottameri, men- 
tre tutti gli altri sono nonameri. I peptidi eluiti da 
ognuna delle proteine MHC classe I presenta una se- 
quenza distinta allele-specifica come quella osservata 
nei peptidi legati all’HLA-B27. In particolare ogni se- 
quenza contiene due posizioni chiamate di ancorag- 
gio che possono essere occupate da ufio, o al massimo 
pochi, residui con catene laterali simili. Le posizioni 
di ancoraggio variano con il tipo di proteina MHC. Mol- 
ti dei peptidi eluiti dalle proteine MHC sintetizzati da 
cellule non infettate sono stati identificati come fram- 
menti di proteine cellulari normali, mentre le protei- 
ne MHC di cellule infettate da virus legano anche fram- 
menti di proteine virali. 

Tuttto ciò sta ad indicare che i peptidi legati ad un 
particolare allele di una proteina MHC classe I hanno 
restrizioni nella sequenza; probabilmente soltanto 
l'1%, o anche meno, degli octa- o nonapeptidi deriva- 
ti dalla degradazione di una proteina possono legarsi 
ad una data proteina MHC classe I. Le catene laterali 
esposte al solvente o legate nelle tasche che sono tolle- 
ranti a variazioni di sequenza mostrano anche una 
considerevole diversità. Questo sistema permette pre- 
sumibilmente ai recettori delle cellule T di distingue- 
re tra antigeni endogeni ed estranei. 
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Certi alleli MHC conferiscono protezione dalla malaria 


È largamente accettata l’idea che la grande diversità 
allelica delle proteine MHC in una data specie possa 
impedire ai patogeni di sviluppare antigeni in grado 
di evitare il riconoscimento da parte di tutte le pro- 
teine MHC nell’intera popolazione. Questa ipotesi ha 
ora supporti sperimentali convincenti ottenuti da stu- 
di sulle frequenze alleliche delle proteine MHC nelle 
aree malariche dell’Africa Occidentale. 

La malaria causata dal Plasmodium falciparum è 
responsabile della morte di 1,5-2 milioni di persone 
all’anno tra le popolazioni dell’Africa Sud-sahariana. 
Nella regione del Gambia, circa 1’1% dei bambini sotto 
i tre anni muore per questa malattia. Anche se l’in- 
fezione malarica è molto comune tra i bambini del 
l'Africa Occidentale, soltanto un piccolo numero di 
queste infezioni producono malattie pericolose per 
la vita. In uno studio della distribuzione degli alleli 
MHC nei bambini con una grave forma di malaria 
(probabilmente letale in assenza di trattamento far- 
macologico), confrontata con quella di bambini in- 
fettati, ma non colpiti dalla malattia, si potè scoprire 
che la proteina MHC Classe I HLA-Bw53 e la proteina 
MHC Classe II DRB1*1302-DQB1*0501 sono indipen- 
dentemente associate alla protezione contro forme 
gravi di malaria. Questi alleli sono piuttosto comuni 
tra le popolazioni dell’Africa Occidentale, ma sono 
rare o addirittura inesistenti in altre. In queste popo- 
lazioni africane esse contribuiscono alla protezione 
dalla malaria come l’anemia a cellule falciformi (pa- 
ragrafo 6.3A). 

Poiché l’Africa Occidentale per più di 10 000 anni 
non è stata sufficientemente popolata da consentire 
un’efficiente trasmissione della malaria, questi alleli 
MHC devono avere raggiunto i loro livelli così eleva- 
ti mediante una selezione naturale. In assenza delle 
moderne tecnologie mediche, il Plasmodium potreb- 
be senza dubbio rispondere evolvendo un sistema 
in grado di superare gli*effetti protettivi di questi 
alleli MHC. 
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Struttura ai raggi X di un frammento di CD8 umano 


Il CD8 è una glicoproteina superficiale delle cellule 
T killer (o linfocita T citotossico) che , insieme al re- 
cettore delle cellule T, riconosce coordinatamente le 
proteine MHC Classe I che presentano l’antigene su 
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altre cellule (ricordate che CD4 svolge funzioni ana- 
loghe sulle cellule T helper per riconoscere le protei- 
ne MHC Classe II; paragrafo 34-2). Si pensa che il re- 
cettore delle cellule T possa generare contatti con il 
peptide antigenico e con le regioni polimorfiche del- 
la proteina MHC che lo circondano, mentre il CDA, 
o il CD8, interagisce con le regioni non polimorfiche 
delle proteine. Questa interazione innesca la produ- 
zione di un segnale intracellulare mediante una tiro- 
sina chinasi che è associata al CD4 o al CD8 nelle cel- 
lule linfoidi. Il CD8 si trova sia come omodimero a» 
sia come eterodimero af. I domini extracellulari N- 
terminali sia delle subunità « che 8 hanno sequenze 
e proprietà strutturali omologhe a quelle dei domini 
variabili delle immunoglobuline. Nella subunità CD8 
a, il dominio N-terminale è seguito da un tratto di 
collegamento di 48 residui probabilmente flessibile, 
poi da un possibile segmento transmembrana, ed in- 
fine da un dominio C-terminale citoplasmatico che 
interagisce con la tirosina chinasi. 

È stata determinata la struttura ai raggi X di un 
frammento deglicosilato della porzione extracellula- 
re della subunità CD8 «. I 114 residui N-terminali 
di questo frammento, l’unico visibile in questa strut- 
tura, forma un tipico dominio variabile immunoglo- 
bulinico che si associa con un altro segmento per for- 
mare un omodimero. Le dimensioni e la forma di 
questo omodimero di CD8 a sono tali da consentirgli 
di interagire con un lato di una molecola MHC Classe 
I, come la HLA-A ”, mentre il recettore delle cellule 
T sì lega alla regione che presenta l'antigene della 
stesa molecola MHC. È molto probabile che un dime- 
ro CD8 possa associarsi contemporaneamente a due 
molecole MHC Classe I. 

Anche se il CD4 e il CD8 mediano funzioni analo- 
ghe nello sviluppo e nell’attivazione della cellula 7, 
la loro struttura è considerevolmente diversa. Men- 
tre il CD8 forma un dimero la cui porzione extracel- 
lulare è costituita da un dominio N-terminale immu- 
noglobulinico collegato con uno «stelo» di 48 residui 
al segmento transmembrana, il CD4 è un monomero 
la cui porzione N-terminale extracellulare è costitui- 
ta da quattro domini immunoglobulinici. 
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3. LA MOTILITA’: MUSCOLI, CIGLI 
E FLAGELLI 
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DeRosier, DJ., (1992), «Whipping flagellin into shape, 
Curr. Opin. Struct. Biol., 2, pp. 280-285. 

EGELMAN, E.H., (1992), «Two key questions raised by an 
atomic model for F-actin», Curr. Opin. Struct. Biol., 2, 
pp. 286-292. 

Enpow, S.A., (1991), «The emerging kinesin family of mi- 
crotubule motor proteins», Trends Biochem. Sci., 16, pp. 
221-225. : 

GELFAND, V.L. e BERSHADSKY, A.D., (1991), «Microtubule dy- 
namics: Mechanism, regulation, and function», Ann. Rev. 
Cell. Biol., 7, pp. 93-116. 

Homes, K.C. e KABSCH, W., (1991), «Muscle proteins: actim», 
Curr. Opin. Struct. Biol., 1, pp. 270-280. 

ScHuTT, C.E. e LINDBERG, U., (1992), «Actin as a generator 

of tension during muscle contraction», Proc. Natl. Acad. 
Sci., 89, pp. 319-323. 
Un modello per la contrazione del muscolo in cui la 
forza viene generata da una contrazione indotta dalla 
testa della miosina del filamento di actina attraverso 
una variazione conformazionale da una forma a nastro 
ad una a elica. 

Sosinsky, G.E., FRANCIS, N.R., STALLMEYER, M.J.B. e DERO- 
ster, D.J., (1992), «Substructure of the flagellar basal bo- 
dv of Salmonella tvphimurium», J. Mol. Biol., 223, pp. 
171-184. 

Studi al microscopio elettronico a una risoluzione di circa 
25 À che rivelano la substruttura e l’organizzazione degli 
anelli L,P, S ed M del corpo basale dei flagelli in mag, 
gior dettaglio di quanto non fosse stato fatto fino ad ora. 

SPUDICH, JA. e WARKICK, H.M., (1991), «A tale of two mo- 
torso, Curr. Opin. Struct. Biol., 1, pp. 264-269. 
Discute i motori molecolari basati sull’actina e sui mi- 
crotubuli. 


4. COMUNICAZIONI BIOCHIMICHE: 
GLI ORMONI E LA NEUROTRASMISSIONE 


A. Il sistema endocrino 


Struttura ai raggi X dell’ormone umano della crescita 
complessato con il suo recettore 


Il legame dell’ormone della crescita attiva il suo re- 
cettore e stimola la crescita e il metabolismo delle 
cellule del muscolo, dell’osso e della cartilagine. Que- 
sto recettore è un membro di una lista in rapida cre- 
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scita di recettori di fattori di crescita proteici struttu- 
ralmente correlati che comprende anche i recettori 
per le varie interleuchine. T utti questi recettori sono 
costituiti da un dominio extracellulare N-terminale 
extracellulare che lega il ligande, un singolo segmento 
transmembrana e un dominio C-terminale intracel- 
lulare con funzioni sconosciute che non è omologo 
all’interno della superfamiglia. 

La struttura ai raggi X dell'ormone della crescita 
umano (hGH) complessato con il dominio extracellu- 
lare di 238 residui della sua proteina di legame 
(hGHbp) rivela inaspettatamente che il complesso è 
costituito da due molecole di hGHbp legate a una sin- 
gola molecola di hGH. L’hGH forma un fascio di quat- 
tro eliche che è molto simile a quello osservato in 
precedenza nella struttura ai raggi X dell'ormone del- 
la crescita porcino (Fig. 34.82) anche se vi sono alcu- 
ne differenze attribuibili al legame dell’hGH al suo 
recettore. L’nGHbp consiste di due domini, ognuno 
dei quali forma un doppio strato topologicamente 
identico di 3 e 4 catene antiparallele che ricordano 
l’avvolgimento immunoglobulinico (Fig. 34.21). 

Le due molecole di hGHbp legano l’hGH con un 
asse di doppia simmetria circa perpendicolare all’as- 
se del fascio a quattro eliche dell’hGH. I domini C- 
terminali delle due molecole di hGHbp sono quasi 
paralleli e in contatto tra loro. Anche se le due mole- 
cole di hGHb poi legano a siti sull’hGH che hanno 
forme differenti, i residui del recettore che interagi- 
scono con i due siti dell'hGh sono praticamente gli 
stessi. La struttura ai raggi X si è dimostrata in ac- 
cordo con i risultati di esperimenti mutazionali ef- 
fettuati per identificare i residui dell’hGh e 
dell’hGHbp importanti per il legame del recettore. 

La dimerizzazione indotta dal ligande dell’hGHbp 
ha implicazioni importanti per il meccanismo di tra- 
sduzione del segnale. La dimerizzazione, che non av- 
viene in assenza di hGH, potrebbe avvicinare due 
domini extracellulari del recettore con un sistema che 
porta all’attivazione di una proteina effettrice come 
la tirosina chinasi. Gli RGH mutanti che non possono 
indurre la dimerizzazione del recettore sono anche 
biologicamente inattivi. Resta da vedere se altri fat- 
tori di crescita di natura proteica inducono la dime- 
rizzazione dei loro recettori. 
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B. | secondi messaggeri 


Struttura ai raggi X della enterotossina di E. coli 
correlata alla tossina colerica 


I batteri enterotossinogenici E. coli e il Vibrio chole- 
rae producono rispettivamente la enterotossina la- 
bile al calore (LT) e la tossina colerica (CT), tra loro 
strettamente correlate. Queste enterotossine causano 
diarrea, ma la CT è a questo riguardo molto più po- 
tente della LT. Entrambe le proteine sono costituite 
da una subunità A di 27 kD e da cinque subunità 
B di 11,6 kD, disposte secondo un anello pentagonale 
intorno alla subunità A (Fig. 34.87). Le subunità A 
e B di queste enterotossine hanno omologie di sequen- 
ze superiori all’80% e gli anticorpi diretti contro una 
di esse reagiscono anche con l’altra. Dopo il rilascio 
dalla cellula batterica, la tossina A.B; si lega alla cel- 
lula epiteliale ospite attraverso l’interazione della su- 
bunità B con il ganglioside Gm; (Fig. 11.7) sulla su- 
perficie della cellula ospite. La subunità A viene quin- 
di rotta tra i residui 192 e 195 ed il ponte disolfuro 
che tiene uniti i due frammenti generati viene ridot- 
to. Il frammento N-terminale di A1 viene poi traslo- 
cato attraverso la membrana cellulare nel citoplasma. 
In questo compartimento esso catalizza l’ADP- 
ribosilazione di un residuo di Arg della subunità re- 
golatrice Gy del sistema dell’adenilato ciclasi in una 
reazione che richiede NAD* come secondo substra- 
to — notate che la somiglianza di questa sequenza 
di eventi con quella in cui è coinvolta la tossina difte- 
rica, paragrafo 30.3, (I ribosomi) di questo supple- 
mento. La subunità Gu ADP-ribosilata resta blocca- 
ta nel suo stato attivato causando un aumento della 
concentrazione di cAMP, che a sua volta stimola l’ef- 
flusso di fluidi e di ioni dalla cellula colpita. 

La struttura ai raggi X della LT, sia da sola che 
complessata con il lattosio (che ha un residuo di ga- 
lattosio alla sua estremità non riducente, come il gan- 
glioside Gy) ha rivelato che il C-terminale del fram- 
mento di 45 residui dell’A2 forma un segmento di 
conformazione estesa che si infila nel poro centrale 
del pentamero Bs. Il segmento N-terminale dell’A2 
forma un’a-elica che si estende sotto il pentamero 
B; in modo da interagire con il frammento A1 a for- 
ma di cuneo che ha anche altre interazioni dirette 
o indirette con il pentamero Bs. Nel complesso con 
il lattosio, il residuo di galattosio si lega attraverso 
un'estesa rete di legami idrogeno con ogni subunità 
B in cima al pentamero Bs. Questi siti distano circa 
8 À in senso orizzontale dai lati del pentamero Bs 
e circa 25 À in senso verticale dai «lati di legame 
A» relativamente piani che si pensa creino contatti 
con la superficie della cellula. Poiché la porzione oli- 
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gosaccaridica si estende non più di 25 À al di fuori del- 
la superficie della membrana cellulare, sembra proba- 
bile che la proteina LT si associ alla membrana in mo- 
do da forzare la subunità A nella membrana stessa, in- 
serendo il pentamero idrofilico B; nella parte idrofobi- 
ca della membrana per una profondità di almeno 8 À. 
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C. La neurotrasmissione 
Struttura ai raggi X dell’acetilcolina esterasi 


L’acetilcolina esterasi (AChE) catalizza l’idrolisi dell’a- 
cetilcolina (ACh), il neurotrasmettitore che trasmette 
gli impulsi nervosi attraverso le sinapsi colinergiche. 
L’AChE è quasi un enzima perfetto nel senso che il 
suo valore di kw/Ky = 1,5 x 108 M7!87!, molto vici- 
no al limite controllato dalla diffusione (paragrafo 
13.2B). L'enzima è una serina esterasi di 3537 residui 
la cui Ser 200 e His «40 sono stati identificati come i 
residui del sito attivo. 

La struttura ai raggi X dell’AChE del pesce elettrico 
Torpedo californica conferma l'identità della Ser 200 
e dell’His 440 quali membri della triade catalitica del- 
l'enzima e stabilisce inoltre che il terzo componente 
è il Glu 237, invece che un residuo di Asp come ci sì 
poteva aspettare. Si conosce soltanto un altro caso del- 
la presenza di un residuo di Glu in questa posizione 
tra le molte serina proteasi, lipasi ed esterasi di cui è 
nota la struttura. La triade catalitica dell’AChE è orga- 
nizzata in modo da essere un'immagine speculare ‘di 
quella della tripsina e della subtilisina (Fig. 14.21) e que- 
sto forse perché tutti gli amminoacidi delle proteine 
hanno la configurazione L. Soltanto un altro enzima, 
la cui struttura è nota, ha una disposizione spaziale del 
suo sito attivo simile a questa ed è la serina carbossi- 
peptidasi Il di grano. L’AChE è costituita da un fogliet- 
to 8 misto a 12 catene circondato da 14 a-eliche, un 
avvolgimento che ricorda quello della serina carbossi- 
peptidasi Il. 

Il sito attivo della AChE è vicino al fondo di una stretta 
scanalatura profonda 20 À, affondando per circa metà 
della proteina. Ai lati della scanalatura sono presenti 
le catene laterali di 14 residui aromatici, che rivestono 
circa il 40% dell’area della scanalatura. Poiché l’atomo 
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di ossigeno della catena laterale della Ser del sito attivo 
si trova soltanto a 4 À dal fondo della scanalatura, l’Ach 
si lega nella scanalatura con il suo gruppo trimetilam- 
minico quaternario carico positivamente, circondato da 
catene laterali aromatiche. Questa conclusione in real- 
tà non fu una sorpresa poiché ci si doveva aspettare 
che il gruppo trimetilamminico positivo si legasse ad 
un sito anionico. Inoltre la debolezza della interazione 
tra lo ione trimetilammonio degli elettroni 7 degli anelli 
aromatici permette una rapida diffusione dell’ACh fi- 
no al fondo della scanalatura, il che spiega l’efficienza 
catalitica dell'enzima. Sono stati sintetizzati composti 
aromatici modello che legano ioni ammonici quater- 
nari. 
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Indice analitico 


I numeri preceduti dal segno $ indicano 


i paragrafi del testo e non le pagine 


À 


2,5-A (composto), $ 1456 

o-RNA, $ 1235 

Abequosio (Abe), Fig. 10.28 

Abrina, Tab. 30.9 

abx, vedi gene abr 

Abzymes, $ 1829 

ac*C, vedi N* acetilcitidina 

ACAT, vedi acetil-CoA 

Accettore, controllo, S$ 889 

Accoppiamento 

— chimico, ipotesi, $ 872 

— conformazionale, ipotesi, $ 873 

— energetico, ipotesi, $ 870-872 

Acetaldeide, $ 467, Fig. 24.9 

Acetale, idrolisi, $ 554, Fig. 14.13 

Acetato 

— come precursore dell’eme, $ 1084 

— conversione in acetil-CoA, $ 833 

— tiochinasi, $ 822, S 833 

Acetil-ACP, Fig. 23.26 

N*tacetilcitidina (ac4C), Fig. 30.13 

Acetil-CoA, $ 601, $ 810-817, $ 993, Fig. 
23.11, Fig. 23.26, $ 1010, Fig. 23.30, 
S 1019, $ 1117, $ 1133 

— acetiltransferasi, vedi tiolasi 

— ACP transacetilasi, Fig. 23.27 

— carbossilasi, $ 1008-1009, $ 1121 

— colesterolo aciltransferasi (ACAT), 
$ 455 

— degradazione degli amminoacidi a 
$ 1068, Fig. 24.15, Fig. 24.16 

— fonte metabolica, $ 810-817 

— legami ad alta energia, $ 810 

— struttura, $ 810, Fig. 19.2 

— trasporto da parte dei mitocondri, 
S 1012 

—— enzima multifunzionale, $ 1008 

—— microfotografie elettroniche, Fig. 
23.25 

—— regolazione, $ 1009, $ 1016 

Acetilcoenzima A, vedi acetil-CoA 

Acetilcolina (ACh), S 569, $ 1821, $ 1823 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— esterasi, $ 569, $ 1825 

— inattivazione da gas nervini, $ 1825 

— perfezione catalitica, $ 501 

— recettore, $ 1723, $ 1824 

Acetil-diidrolipamide, $ 812 

Acetil fosfato, $ 630, Fig. 16.10 


N-acetilglutammato, S$ 1061, S 1066, 
$ 1099, Fig. 24.23 

Acetilglutammato chinasi, Fig. 24.43 

N-acetil-y-glutammilfosfato deidrogenasi, 
Fig. 24.43 

N-acetil-p-glucosammina (NAG), $ 371, 
S 388, $ 550, Fig. 14.18, Tab. 21.2 


.N-acetilimidazolo, $ 545 
: Acetilornitina deacetilasi, Fig. 24.43 


N-acetilornitina, Fig. 24.43 

N-acetilxilosammina (XyINAC), $ 564 

Acetoacetato, $ 337, S 858, S 1005, Fig. 
23.21, S 1077, $ 1079, $ 1121 

— decarbossilazione, $ 537, Fig. 14.4 

— degradazione degli amminoacidi a. 
S$ 1077, Fig. 24.15, Fig. 24.19 

Acetoacetil-ACP, Fig. 23.26, $ 1010 

Acetoacetil-CoA, $ 1005, Fig. 23.20, Fig. 
23.21, S 1077, S 1078 

a-aceto-a-idrossibutirrato, S 1103, Fig. 
24.46 

o-acetolattato, $ 1103, Fig. 24.46 

Acetone, S 1005 

Acetonil-CoA, $ 819 

ACh, vedi acetilcolina 

Acido, i 

— 5,8,11,14,17-acido eicosapentaenoico 
(EPA), Tab. 11.1, $ 1032, Fig. 23.54 

— 5,8,11,14-acido eicosatetraenoico, vedi 
arachidonato 

— 8.11,14-acido eicosatrienoico, $ 1032 

— acetico, curva di titolazione, Fig. 2.9 

— N-acetilmuramico (NAM), $ 371, $ 388, 
$ 550, Fig. 14.8 

— N-acetilneuramminico (NANA, acido 
sialico), $ 371, $ 1048, Fig. 23.74 

— acetilsalicilico, $ 1037; vedi aspirina 

— aldonici, $ 370 

— allantoico, $ 1191 

— p-amminobenzoico, Fig. 24.36, $ 1094 

— yamminobutirrico, vedi GABA 

— o-amminoisobutirrico (Aib), $ 225 

— arachidico, Tab. 11.1 

— arachidonico, vedi arachidonato 

— ascorbico, $ 237, $ 327,$ 370, Fig. 10.10, 
$S 858 

— aspartico, vedi aspartato 

— beenico, Tab. 11.1 

— benzoico, Fig. 23.4 

— biliari, $ 983, S 1028, S 1030, $ 1132 

—— assorbimento lipidico, $ 985 


—— biosintesi, $ 1028 

—— digestione dei lipidi, $ 983 

bongcrechico, $ 803 

— Bronsted, $ 56 

— chenodeossicolico, $ 1030 

— cisteico, $ 177, $ 188 

— citidilico, vedi CMP 

— citrico, ciclo, $ 601, Fig. 16.1, $ 806-841, 
S$ 844, Fig. 24.25, $ 1118, $ 1189 

—— acetil-coenzima A, fonte metabolica, 
S 810 

—— cambiamenti di energia libera, Tab. 
19.3 

—— controllo della velocità delle tappe, 
S 835 

—— disamina, $ 807-808 

—— e ciclo dell’urea, $ 1066 

—— e fosforilazione ossidativa, $ 899 

—— e produzione di ATP, $ 832 

—— enzimi, $ 810-833, Tab. 19.2 

—— natura anfibolica, $ 806, $ 839-841 

—— piruvato deidrogenasi, complesso 
multienzimatico, $ 811-814 

—— reazione, $ 808 

—— regolazione, $ 834-838 

—— rifornimento di intermedi, $ B41 

—— ruolo biosintetico, $ 839 

—— scoperta, $ 809 

—— stechiometria, $ 833 

— colico, $ 1030 

— coniugato, $ 56 

— deidroascorbico, $ 370 

— deossiribonucleico, vedi DNA 

— diamminopimelico, Fig. 10.24 

— dichetogulonico, $ 370 

— fenilacetico, $ 987, Fig. 23.4 

— fenilaceturico, S 987 

— 2-feniletil borico, $ 598 

— fitanico, $ 1004 

— folico, Tab. 12.2, $ 1094 

— forza, $ 57-59 

— fosfatidici, $ 405, Tab. 11.2, Fig. 23.32, 
Fig. 23.55, Fig. 23.66, Fig. 34.91 

—— fosfatasi, $ 1013 

— fosforico, curva di titolazione, Fig. 2.9, 
Fig. 2.11 

— furamidico, Tab. 30.9, Fig. 30.46 

— galatturonico, $ 370 

— glicochenodeossicolico, Fig. 23.52 

— glicocolico, Fig. 23.52 

— gliossilico, Fig. 26.24 


I numeri preceduti dal segno $ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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— gluconico, $ 37 

— glucuronico, $ 370 

— glutammico, vedi glutammato 

— grassi, $ 401-402, Tab. 11.1, $ 987-1004, 
$S 1006-1017, S 1117, $ 1127 

—— a catena dispari, $ 998-1002 

—— acetil-CoA, $ 1008-1009 

—— acil-CoA, Fig. 23.5, Fig. 23.23, $ 1128 

—— acile-proteina di trasporto (ACP), 
S 1007 

—— attivazione, $ 988 

—— biosintesi, $ 837, $ 840, $ 1006-10013 

——— differenza con la 8-ossidazione, Fig. 
23.23 

—— degradazione, $ 988-1004 

——— e sintesi, $ 1117 

—— desaturasi, $ 1012 

-—— destino metabolico, $ 1131 

—— elongasi, $ 1012, Fig. 23.30 

—— essenziali, $ 1012 

—— insaturi, $ 402, S$ 995-997, S 1012 

——— ossidazione, $ 995-996 

——— posizione del doppio legame, $ 996 

—— metabolismo 

——— regolazione, $ 1014-1016 

—— ossidazione, S 987-1004 

——— a catena dispari, $ 908-1002 

—— produzione energetica, nell’ossidazio- 
ne, $ 994 

—— proprietà fisiche, $ 402 

—— sintasi, S 613, $ 1007, S 1010 

——— enzimi multifunzionali, $ 1010 

——— meccanismo, $ 1010 

—— trasporto nei mitocondri, $ 989 

— guanilico, vedi GMP 

— gulonico, $ 370 

— ialuronico, $ 382 % 

—— struttura ai raggi X, Fig. 10.21 

—— viscoclasticità, $ 382 

— idroperossicicosatetraenoico (HPETE), 
$ 1037, Fig. 23.56 

— ippurico, $ 987 

— lattico, S 371 

— laurico, Tab. 11.1 

— &levulinico, $ 1085, $ 1086, Fig. 24.29 

— Lewis, $_56 : 

— lignocerico, Tab. 11.1 

— linoleico, Tab. 11.1, Fig. 11.1, Fig. 
23.12, S 1032, Fig. 23.54 

— a-linoleico, Tab. 11.1, Fig. 11.1 

— vlinoleico, Tab. 11.1, Fig. 11.1 

— lipoico, $ 812, Fig. 19.4, $ 1707 

— lisofosfatidico, $ 1013, Fig. 23.32 

— mannuronico, $ 370 

— margarico, $ 1051 

— miristico, Tab. 11.1 

— monoprotici, $ 64 

— nervonico, Tab. 11.1 

— nicotinico, Fig. 12.4, $ 471 

— nitroso, $ 1384 

— nucleici, $ 23, $ 1223, $ 1224-1227; ve- 
di anche DNA e RNA 

—— altre eliche, $ 1232-1236 

—— basi degli, forme tautomeriche, Fig. 
28.3 

—— composizione, $ 1224 

—— conformazione della catena zuccheri- 
fosfati, $ 1241-1244 

—— deproteinizzazione, S 1254 


—— determinazione della sequenza, $ 191 

—— eliche, $ 1232-1235 

—— forze idrofobiche, $ 1251 

—— frazionamento, $ 1253-1263 

——— cromatografia, $ 1255-1257 

——— elettroforesi, $ 1258-1262 

——— per soluzione, $ 1254 

——— ultracentrifugazione, $ 1263 

—— incolonnamento delle basi, 
S 1249-1251 

—— interazioni ioniche, $ 1252 

—— modificazione delle basi, $ 1226 

—— sequenza, $ 191, $ 1275-1290 

—— stabilità strutturale, $ 1237-1252 

—— struttura, S 1224-1274 

——— a doppia elica, $ 1228-1232, $ 1236, 
$1256 

— oleico, Fig. 2.6, Tab. 11.1, Fig. 11.1, Fig. 
23.12 

— omogentisico, $ 616 

— orotico, $ 1163, $ 1172 

— ossalico, $ 64 

— ossolinico, $ 1274, S 1479 

— palmitico, Tab. 11.1, S 982 

—— sintesi, Fig. 23.26 

— palmitoleico, Tab. 11.1 

— pantotenico, Tab. 12.2, Fig. 19.2, Fig. 
26.29 

— penicillinoico, Fig. 10.26 

— performico, $ 177, Tab. 6.3 

— poliprotici, $ 64-65 

— pristanico, Fig. 23.19 

— -10-propargil-5,8-dideazafolico, Fig. 
26.16 

— prostanoico, $ 1032, Fig. 23.53 

— pteroglutammico, vedi THF 

— ribonucleico, vedi RNA 

— salicilico, $_ 1037 

— sialici, $ 371 

— stearico, Tab. 11.1, Fig. 11.1 

— succinico, $ 64 

— taurochenodeossitaurico, Fig. 23.52 

— taurocolico, Fig. 23.52 

— teicoici, $ 390 

— timidilico, vedi TPM 

— tricarbossilico ciclo, vedi acido citrico, 
ciclo 

— tricloroacetico, $ 1389 

— trinitrobenzene sulfonico (TNBS), Tab. 
6.3, $ 439, Fig. 11.38 

— urico, $1060, $ 1144, $ 1191-1192, Fig. 
26.23, $ 1799 

—— degradazione, $ 1191 

—— escrezione, $ 1060 

— uridilico, vedi UMP 

— uronico, $ 370 

Acido-base 

— catalisi, $ 534-536 

—— concertata, $ 535 

—— dei residui amminoacidici, $ 535 

— reazioni, $ 55-60 

Acil-carnitina, Fig. 23.6 

Acil-CoA 

— catena media (MCAD), $ 992 

— colesterolo aciltransferasi (ACAT), 
S 455, $ 1024, $ 1025 

— deidrogenasi, $ 990, Fig. 23.9, Fig. 
24.15, $ 991 
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—— colesterolo aciltransferasi (ACAT), 
$ 1021 

—— deficienza, $ 992 

—— fenilchetonuria, $ 992 

—— inibizione da ipoglicina A, $ 992 

—— malattia giamaicana del vomito, $ 992 

—— sindrome della morte improvvisa del 
neonato, S 992 

—— specificità della catena, $ 991 

— ossidasi, $ 1003 

— riossidazione, $ 991 

— sintetasi, $ 988 

1-acile-diidrossiacetone fosfato, Fig. 23.32, 
$ 1042 

— aciltransferasi, Fig. 23.32 

Acile-proteina di trasporto (ACP), $ 1007, 
$ 1010 

Acilfosfati, $ 630 

2-acilgliceroli, $ 983 

1-acilglicerolo-3-fosfato aciltransferasi, 
$ 1013 

N-acilsfinganina, Fig. 23.71 

N-acilsfingosina, Fig. 23.63 

N-acilsfingosina fosfocolina, vedi sfingo- 
mielina 

Acil tioestere, S 679 

Aconitasi, S 808, S 821-822, Fig. 21.10 

— centro ferro-zolfo, $ 821 

— inibizione da fluorocitrato, $ 822 

— meccanismo, $ 821 

— stereochimica, $ 821 

ACP, vedi acile-proteina di trasporto (ACP) 

Acqua, $ 45-54, $ 262-265 

— come solvente, $ 50-54 

— dinamica, $ 49 

— legami idrogeno, $ 47, Fig. 3.3 

— interazioni, S 49-50 

— ionizzazione, $ 542 

— stato standard, $ 87-88 

— struttura, S 46-49 

Acrilamide, $ 154 

Acromegalia, $ 1805 

Acrosoma, S 1775 

Acrosomiali, processi, $ 1775 

ACTH, vedi ormone adrenocorticotropo 

Actina, S 18, $ 431, $ 1760, $ 1762, $ 1766 

— F, $ 1760 

— G, Tab. 34.4, S 1760, $ 1775 

—— attivazione da ATP, $ 1775 

— nelle cellule non muscolari, $ 1774-1776 

— polimerizzazione, $ 1775 

Actinina, $ 1761 

Actinomicina D, $ 116, $ 1327 

Actomiosina, $ 1766 

— idrolisi di ATP, Fig. 34.54 

— nelle cellule non muscolari, $ 1776 

ADA, vedi adenosina deamminasi 

Adair, G., $ 352 

— costante, $ 352 

— equazione di, $ 352, 357 

Adattamento indotto, modello, $ 356-357 

— nel lisozima, $ 553 

— nell’esochinasi, $ 668 

— nella citrato sintasi, $ 819 

— nella fosfoglicerato chinasi, Fig. 16.12 

Adattatore, ipotesi dell’, $ 1397 

Addison, morbo di, $ 1797 

Addotto feniltiocarbammilico (PTC), $ 175 


I numeri preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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Adenilato 

— chinasi, $ 642, $ 708 

—— acido adenilico, vedi AMP 

—— predizione della struttura, Fig. 8.8 

— ciclasi, S 745, Fig. 18.23, $ 1092, $ 1809 

—— attivazione e inibizione, da parte del- 
la proteina G, $ 1809 

Adenilazione, nel controllo della glutam- 
mina sintetasi, Fig. 24.42 

Adenilil transferasi, S 1089 

Adenilosuccinato, $ 1157, Fi 

— liasi, $ 1157, Fig. 26.22 

— sintetasi, Fig. 26.5, Fig. 26.22 

Adenina, $ 26, $ 1143, $ 1157-1158, S 1384 
Fig. 30.3 

— fosforibosil transferasi (APRT), $ 1160 

Adenoipofisi, $ 1800 

S-adenosilmetionina (SAM), $ 116, $ 1041, 
$ 1074, Fig. 24.14, S 1074 

S-adenosilomocisteina, $ 1074, Fig. 24.14, 
Fig. 24.33 

S-adenosilomocisteinasi, Fig. 24.14 

Adenosina, Fig. 15.18, $ 625, Tab. 26.1, 
Fig. 26.20 

— deamminasi (ADA), S 1187, $ 1188 

— difosfato, vedi ADP 

— fosfato ciclico, vedi CAMP 

— monofosfato, vedi AMP 

— trifosfato, vedi ATP 

Adenovirus, Fig. 32.1, $ 1698 

ADH, vedi alcol deidrogenasi 

Adipociti, $ 404, $ 1128 

ADP (adenosina difosfato), $ 25, $S 625, Fig 
15.18 

— ATP, traslocatore, $ 803 

— ATP, trasportatore, $ 798 

—— meccanismi cinetici, Fig. 18.26 

—— potenziale di membrana e. $ 803 

— glucosio, $ 971 

— ribosilazione, $ 1453, $ 14653, $ 1811, 
Fig. 34.88 

— trasporto, $ 803 

Adrenalina, S 749, $ 1009, $ 1092, Tab. 
34.5, S 1796 

Adrenergici, recettori, vedi adrenorecet- 
tori 

Adrenocorticosteroidi, $ 1797 

Adrenocorticotropo, ormone (ACTH), Fig. 
33.52, $ 1801 

Adrenorecettori, $ 1796 

— a-, 1796 

— B-, $ 753, $ 1796 

Adriamicina, S 1327 

Aerobi obbligati, $ 8 

Afidicolina, $ 1507 

Aflatossina Bi, $ 1526 

Agarosio, $ 138 

— attivazione, Fig. 5.17 

— nella cromatografia per gel tiltrazio- 
ne, $ 138 

Agenti intercalanti, $ 1260, Fig. 28.39, 
$ 1269, S 1327, $ 1385 

Agglutinina, nel germe di grano, 

Agonisti e glicoproteine, $ 1796 

AICAR, vedi 3-amminaimidazolo-+-carbos- 
samide ribotide 

AICAR transformilasi, Fig. 26.3 

AIDS, sindrome da immunodeficienza ac- 


26.22 
g. 26.22 


373 


UD 


quisita, $ 1512, $ 1721, $ 1728, Fig. 
34.33; vedi anche HIV, ELISA, immu- 
noassorbente legato a un enzima 

AIR, vedi 5-amminoimidazolo 

— carbossilasi, Fig. 26.3 

ALA, vedi acido ò-amminolevulinico 

Alanina, Tab. 4.1, $ 93, S 1069, $ 1078, 
$ 1096, S 1124, $ 1133 

— 8-, S 1193, Fig. 26.26 # 

— biosintesi, $ 1095, Fig. 24.40 

— degradazione, Fig. 24.9 

Albero filogenetico, $ 201 

— del citocromo c, Fig. 6.14 

— della famiglia delle globine, Fig. 6.17 

Albumina, $ 986, $ 1792 

— complessi con gli acidi grassi, $ 983 

Alcaptonuria, $ 616, $ 1082, $ 1211 

1-alchil-2-acil-sn-glicerofosfoetanolammi- 
na, S 1042, Fig. 23.68 

Alchilacilglicerofosfolipidi, $ 622, $ 1042 

— biosintesi, $ 1042 

1-alchil-sn-glicerolo-3-fosfato, $ 1042, Fig. 
23.68 

OS-alchilguanina, $ 1515 

Alchiltransferasi, S 1515 

— dealchilazione delle basi alchilate, 
S 1515 

Alcol e livelli di HDL, $ 460 

— deidrogenasi (LADH), $ 477, $ 697 

— del lievito (YADH), $ 698, Tab. 16.1 

— NAD* ossidoreduttasi, $ 477 

— nel fegato, $ 698, Tab. 16.1 

— stereochimica, S$ 698, Fig. 16.26 

Alditoli, $ 370 

Aldoesosio, $ 365 

Aldol allisina, Fig. 7.35 

Aldolasi, $ 429, $ 613, $ 671, Tab. 16.1, 
Fig. 22.23, 5 969 

— classi, $ 672 

— gruppi catalitici, $ 672 

— isozimi di I Classe, $ 716 

— meccanismi di I Classe, $ 672, Fig. 16.9 

— meccanismi di II Classe, $ 672 

— stereospecificità, $ 673 

Aldol-estere di Claisen, condensazione, 
$ 613, $ 819 

Aldolica 

— condensazione, $ 613, $ 671 

— scissione, $ 671 

Aldosi, $ 365 

Aldosio-chetosio, interconversione, $ 611 

Aldosterone, Fig. 23.51, $ 1797 

Alfalfa, $ 1107 

Alghe, $ 6 

Allantoicasi, Fig. 26.24 

Allantoina, $ 1191, Fig. 26.24 

Allantoinasi, Fig. 26.24 

Allele, $ 1205 

Allisina, $ 240, Fig. 7.35 

Allison, A., $ 196 

1,6-allolattosio, $ 1312 

Allopurinolo, $ 1192 

Allosio, Fig. 10.1 

Allosterico, che 

— controllo, $ 704 

— modificazioni, $ 474 

Allosterismo, $ 351-358 

— modello sequenziale, $ 356 

— modello simmetrico, $ 353-355 


— negativo, $ 351 

— positivo, $ 351 

Alloxantina, S 1192 

Allumina, $ 144 

Allungamento della catena, fattori di, 
S 1437 

B-aloammina, $ 183 

Aloetano, $ 417 

Altitudine, adattamento, $ 322 

Altman, S. S 1377 

Altrosio, Fig. 10.1 

a-amanitina, S 1338, $ 1597 

Amatossine, $ 1338 

Ambiente, S 69 

Ambra, codone, $ 1392, $ 1418, $ 1466; 
vedi anche codone 

Ames, B., $ 1525 

— test di, $ 1525, Fig. 31.33 

Ametopterina, vedi metotrexato 

Amido, S 363, S 379, S 723, $ 971 

— digestione, $ 379 

Amidofosforibosil fosfotransferasi, S 1147, 
$ 1159 

o-amilasi, $ 379, $ 465 

— gene, siti alternativi di inizio, Fig. 33.50 

B-amilasi, $ 398 

Amilo-1,6-glucosidasi, deficienza, $ 757 

a-amilosio, $ 378, Fig. 10.17, S 723 

Amilopectina, S 378, Fig. 10.17, $ 723 

Amilo-(1,4> 1,6)-transglicosilasi, vedi gli- 
cogeno, enzima ramificante 

— glicosidasi, deficienza, $ 757 

Ammine 

— biogene, $ 1826 

— biosintesi, $ 1092 

Amminoacido, i, S$ 88-115, $ 1052-1109 

— a catena ramificata, degradazione, 
$ 1075) Fig. 24.15 

—— ammirotransferasi, Fig. 24.15 

— accoppiamento, $ 210 

— a-, $ 89 

— analizzatore, $ 180 

— aromatici, $ 1104 

—— decarbossilasi, $ 1092 

— attività ottica, $ 99-105 

— biosintesi, $ 840, $ 1095-1106 

— Boc, $ 209, $ 210 

— chetogenici, $ 1068 

— classificazione, $ 92-95 

— combustibili metabolici, $ 1133 

— come neurotrasmettitori, $ 1826 

— come precursori biosintetici, 
$ 1083-1094 

— composizione, $ 179-180 

— configurazione, $ 95 

— p-, $ 108 

—— idropatie, scala, Tab. 7.5, Fig. 

—— metabolismo, $ 1052-1109 

-—— nomenclatura, Tab. 4.1, S 98 

—— nonstandard, $ 106-107 

—— proprietà acido-base, $ 96-97 

—— protetti, $ 210, Fig. 6.19 

—— valori del pK, Tab. 4.2 

— deamminazione, $ 1053-1059 

—— ossidativa, $ 1058 

— delle proteine, $ 89-98 

— demolizione metabolica, $ 1067-1082, 
S 1121 

— essenziali, $ 1052, $ 1095 


al) 
i 
(Csi 
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—— biosintesi, $ 1101-1106 

— funzioni specializzate, $ 107 

— glucogenici, $ 1068 

— gruppi R, $ 92 

—— base di Schiff, PLP, $ 1055, Fig. 24.2 

—— catena laterale, Tab. 4.1 

——— polarità e localizzazione, $ 253 

— isomeri ottici, $ 102 

— legami peptidici, $ 91 

— non essenziali, $ 1052, $ 1095 

—— biosintesi, $ 1096-1100 

— p-ossidasi, $ 1059 

— r-ossidasi, $ 1059 

— otticamente attivi, S 99-105 

— proprietà, $ 90 

— rotazione ottica, $ 367 

— sintesi, $ 1121 

— transamminazione, $ 1054-1057 

— trasporto, per la via del ciclo 
y-glutammil, $ 1093 

Amminoacil 

— adenilato, $ 1404 

— AMP, $ 1404 

— tRNA, $ 1404, Fig. 30.16, Fig. 30.36, 
S 1438, $ 1441, $ 1451 

—— legame ribosomiale, $ 1438 

— tRNA sintetasi, $ 1403-1410 

—— evoluzione, $ 1405 

—— reazione, $ 1404 

—— rilettura e correzione, $ 1410 

—— tRNA, riconoscimento del, $ 1408 

Amminoacrilato, $ 1069, Fig. 24.10 

Amminoadipato 

— amminotransferasi, Fig. 24.16 

— a-6-semialdeide, Fig. 24.16 

— semialdeide deidrogenasi, Fig. 24.165 

Amminoalchilazione, $_183 

2-ammino-3-carbossimuconato semialdei- 
de, Fig. 24.17 

Ammino carbossimuconato semialdeide 
decarbossilasi, Fig. 24.17 

o-ammino-B-clorobutirrato, S_1466 

Amminoglicosidi, S_1-450 

5-amminoimidazolo--carbossamide ribo- 
nuclcotide (AICAR), Fig. 24.50, Fig. 
23.6, S 1154 

5-amminoimidazolo ribotide (AIR), Fig. 
26.3, S_TISI 

B-amminoisobutirrato, S_ 1193 

&amminolevulinato sintasi, $ 1085 

— inibizione da piombo, $ 1086 

— meccanismo, $ 1086, Fig. 24.26 

— regolazione, $ 1089 

&-amminolevulinico-deidratasi, vedi por- 
fobilinogeno sintasi 

2-:amminomuconato, Fig. 24.17 

— 2-6-semialdeide, Fig. 24.17 

— semialdeide deidrogenasi, Fig. 24.17 

2-ammino-t-ossi-6-metilpterina, Fig. 24.36 

Amminopeptidasi, $ 176, Tab. 6.1 

3-amminopirazolo, $ 1283 

Ammino-procollageno peptidasi, $ 1460 

B-amminopropionitrile, Fig. 7.35, $ 240 

Amminopterina, $ 1185 

2-amminopurina (2AP), $ 1384 

Amminoterminale, $ 98 

Ammino transferasi, S 1053 

— meccanismo, $ 1056 

— specificità, $ 10536 


I numeri preceduti dal segno $ indicano 


N-y-ammino transferasi, Fig. 24.43 

Ammino-zuccheri, $ 371 

Ammoniaca, $ 1053, $ 1054, S 1109, Fig. 
26.24 . 

AMP (adenosina monofosfato, acido ade- 
nilico), $ 625, Fig. 15.18, Tab. 26.2 

— 5-amminoimidazolo-4-(N-succinilcar- 
bossamide) ribotide (SACAIR), Fig. 
23.6, $ 1153 

— deamminasi, $ 1187 

— e inibizione da ATP su PFK, $ 708 

— nel controllo della glicosi, $ 712 

— sintesi dall’inosina monofosfato, $ 1158 

Ampicillina, $ 389, $ 1301 

Amytal, $ 857 

Anabolismo, $ 25, $ 601 

Anaerobi 

— facoltativi, $ 8 

— obbligati, $ 8 

Anafilassi, sostanze a reazione lenta (SRS- 
A), $ 1037 

Analbuminemia, $ 986 

Analisi del vicino più prossimo, $ 1308 

Anaplerotiche, reazioni, S 841 

Anchirina, $ 431 

Andersen, malattia di, $ 758 

Androgeni, $ 1030, $ 1797 

Anello, i 

— aromatico, oscillazione, $ 300 

— corrinico, $ 1000 

— di fenonazone, $ 1327 

— di ribosio, ripiegamento, $ 1243 

— pirrolici, $ 312, $ 1086, Fig. 24.29 

— tiazolico, $ 696 

Anemia 

— a cellule falciformi, $ 194-196, 
$ 1646-1648; vedi anche HbS 

—— diagnosi prenatale, $1292 

—— e malaria, $ 196 

—— genealogia, $ 1638 

—— strategie terapeutiche, $ 350 

—— tratto, $ 196, $ 935 

— di Cooley, $ 215 

— emolitica, $ 194, $ 344, $ 432, $ 935, 
S 1466 

— megaloblastica, Tab. 12.2 

— perniciosa, Tab. 12.2, $ 1002 

Anestetici gassosi, meccanismi, $ 417 

Anfinsen, C., $ 285 

Anfoliti, S 90 

Anfoteri, $ 90 

Angoli di conformazione, distribuzione 
nelle proteine, Fig. 7.8 

Anidrasi carbonica, $ 252, S 319, $ 795 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— meccanismo, $ 542 

— perfezione catalitica, $ 501 

Anidride 

— acetica, Fig. 28.59 

— carbonica 

-—— dalla fermentazione alcolica, $ 695 

—— effetto sull’affinità dell'emoglobina e 
Oa, $ 323 

—— nel ciclo dell'acido citrico, Fig. 19.1 

—— nella fotosintesi, $ 938, $ 941, 
$ 967-971 i 

—— portata dalla biotina, $ 903 

—— trasporto da parte dell'emoglobina, 
S 320 
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— citraconica, $ 183 

— succinica, Tab. 6.3, $ 277 

Animali, $ 21 

Anione enediolico, $ 611, Fig. 21.25 

Annealing, $ 1240 

Anomeri, $ 367 

Ansa 

— (meandro) 8, $ 256 

— D, replicazione a, Fig. 31.27, $ 1509 

— 9, $ 230, Fig. 7.23 

ANT-C, vedi antennapedia, complesso 

Antagonisti e glicoproteine, $ 1796 

Antecedente della tromboplastina plasma- 
tica (PTA o fattore I), Tab. 34.1, $ 1711 

Antennapedia, complesso, (ANT-C), $ 1682 

Antennapedia, gene (Antp), $ 1679, $ 1683, 
Fig. 33.64 

Anteriorbithorar, gene (abx), $ 1679, 
$ 1683 

Antibiotici, $ 1449-1453 

— resistenza agli, evoluzione attraverso 
la trasposizione, $ 1535 

Anticodone, $ 1376, Fig. 29.42, $ 1388, 
$ 1389 

Anticorpi, $ 108, $ 117, $ 142, $ 1719, 
S 1720, $ 1731, $S 1742; vedi anche im- 
munoglubulina 

— complessi con gli apteni, $ 1731 

— diversità, generazione della, 
$ 1733-1741 

—— ipotesi della linea germinale, $ 1733 

—— ipotesi della mutazione somatica, 
$ 1733 

—— ipotesi della ricombinazione somati- 
ca, $ 1733 

— monoclonali, S 108, $ 142, $ 1728, 
S 1729, $ 1742 

— struttura, $ 1724-1732 

Antidiuretico, ormone (ADH), $ 1805 

Antiemofilico, fattore, Tab. 34.1, $ 1712 

Antifolati, $ 1185 

Antigene, i 

— A, Tab. 11.5, $ 

— R, Tab. 11.5, $ 

— di trapianto, $ 

— H, Tab. 11.5, $ 434 

— leucocitario comune (CO45), $ 1815 

— nucleare della cellula proliferante 
(PCNA), $ 1507 

— O-, $ 390 

— siti di legame, $ 1731 

— T, $ 1510 

— tumorale grande, $ 1510 

Antimicina A, $ 857 

Antinfiammatori non steroidei, $ 1034, 
$ 1037, Fig. 23.60 

Anti-oncogeni, $ 1698, $ 1699 

Antipaina, $ 1468 

aantiplasmina, $ 1717 

Antiporto, $ 785, Fig. 18.15 

Antiterminazione, $ 1566 

Antitossina, S$ 1453 

Antitrombina, $ 1716 

Antp, vedi Antennapedia, gene 

Antranilato, Fig. 24.48 

— fosforibosil transferasi, Fig. 24.48 

— sintasi, Fig. 29.26 

2AP, vedi 2-amminopurina 

AP endonucleasi, $ 1518 
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AP-1, proteina, $ 1691, $ 1814 

Apirimidinici (AP), siti, $ 1518 

Aploide, numero, $ 1202 

ApoA-I, Tab. 11.6, $ 451, $ 456 

ApoB-48, Tab. 11.6 

ApoB-100, Tab. 11.6, $ 454, $ 455 

ApoC-1, Tab. 11.6 

ApoC-II, Tab. 11.6, $ 453 

ApoC-IIl, Tab. 11.6 

ApoD, Tab. 11.6, $ 456 

ApoE, Tab. 11.6, $ 453 

Apoenzima, $ 470 

Apolipoproteine, Tab. 11.6, $ 451, S 1024 

Apoproteine, Tab. 11.6, S 451 

Apteni, $ 1727 

— complessi con gli anticorpi, $ 1731 

Apurinici (AP), siti, $ 1518 

araBAD, operone, $ 1353-1354, Fig. 29.24 

Arabinosio, Fig. 10.1, $ 1353-1354, Fig. 
2924 

— t-isomerasi, Fig. 29.24 

AraC, proteina, $ 1353 

Arachidonato, Tab. 11.1, $ 1033, 
S 1035-1036, $ 1161 

— metabolismo, $ 1031-1038 

— via ciclica, $ 1036 

— via lineare, $ 1037-1038 

Arancio di acridina, $ 1260 

Arc, repressore, $ 1352 

Archebatteri, $ 10 

— alofili, $S 10 

— metanogeni, $ 10 

— termoacidofili, $ 10 

Arginasi, $ 1065, Fig. 24.13 

Arginina, Tab. 4.1, $ 94, Fig. 24.4, 
S 1063-1065, $ 1071, S 1099 

— biosintesi, S 617, S 1111 

— degradazione, $ 1072 E 

Argininosuccinasi, $ 1064 È 

Argininosuccinato, Fig. 24.4, $ 1064" 

— sintetasi, S 1063, Fig. 24.7 

—— meccanismo, Fig. 24.6 

Arilsolfatasi A, Fig. 23.75, Tab. 23.2 

Arnold, W., S 945 

AroH, operone, $ 1355 

Arrhenius, S., $ 56 

ARS, vedi sequenza autonomamente re- 
plicante 

Arsenite, $ 814 

— tossicità, $ 814 

Artrite reumatoide, $ 1468, S 1723 

Asma, $ 1773 

Asparagina, Tab. 4.1, $ 94, $ 1071, $ 1097 

— biosintesi, Fig. 24.40 

— scissione, $ 1071 

— sintetasi, $ 1097 

Asparaginasi, $ 1071 

Aspartame, $ 1111 

Aspartato, S 95, S 1052, Fig. 24.4, $ 1097, 
Fig. 24.45, $ 1102 

— amminotransferasi, Fig. 20.7, Fig. 21.6, 
S 907, Fig. 21.10 

—— orientamento dei legami, Fig. 24.12 

— biosintesi, $ 1097, Fig. 24.40 

— malato-aspartato, shuttle, $ 851 

— scissione, $ 1071 

— B-semialdeide, Fig. 24.45 

—— deidrogenasi, Fig. 24.45 
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— transcarbammilasi (ATCasi), $ 277, 
S 472, $ 473, $ 1165 

—— attivazione dell'ATP, $ 473, Fig. 12.5 

—— cambiamenti allosterici, $ 47 

—— inibizione a feedback, $ 473 

—— inibizione da CTP, $ 473, S 475 

—— stato R, $ 474 

—— stato T, $ 474 

—— struttura ai raggi X, Fig. 12.7, 
$ 474-475 

—— struttura quaternaria, $ 277, Fig. 7.62 

— trasporto mitocondriale, Fig. 21.6, 
$ 907 

Aspartil-8-fosfato, $ 787, Fig. 18.17, S 1102, 
Fig. 24.45 

Aspartochinasi, S 1101, Fig. 24.45 

— isoenzimi, Tab. 24.3 

Aspirina (acido acetilsalicilico), S 1034, Fig. 
23.59, S 1036 

Assi diadici, Fig. 28.6 

Assone, $ 1782, $ 1817 

Assonema, $ 1780 

— braccio esterno di dineina, Fig. 34.67, 
S 1780 

— braccio interno di dineina, Fig. 34.67, 

: $ 1780 

‘— nessina, Fig. 34.67, $ 1780 

— raggio, $ 1780 

— schieramento 9+ 

— sottofibra A, $ 1 

— sottofibra B, $ 1780 

— testa di raggio, $ 1780 

Astbury, W., $ 221 

ATCasi, vedi aspartato transcarbammilasi 

Ateromi, $ 457 

Aterosclerosi, $ 

— placche, $ 24 

Atmosfera 

— ossidante, $ 31 

— 5-ossiprolinasi, $ 1093 

— riducente, $ 31 

ATP (adenosina trifosfato), $ 15, $ 321, 
$ 473, S 599, $ 625, S 626, $ 633-645 

— biosintesi dell’istidina, $ 1106, Fig. 
24.50 

— chiralico, Fig. 15.8 

— citrato liasi, $S 840, $ 1011, Fig. 23.29 

— complesso magnesio, $ 543 

— consumo, $ 634 

— diagramma delle coordinate di reazio- 
ne per l'idrolisi, $ 655, Fig. 15.28 

— formazione, $ 639 

-— dal malato-aspartato, shuttle, $ 851 

—— dalla navetta glicerofosfato, $ 851 

—— nel metabolismo aerobico, $ 893 

—— nella fotosintesi, $ 965 

—— per trasporto degli elettroni, $ 855 

— generazione per  fotofosforilazione, 
$ 953, $ 963-965 

— idrolisi, $ 627, Tab. 15.3, $ 1274 


2 
d 


2, $ 1780 
780 


457, $ 458 
vi 


— nel controllo della glicolisi, $ 708-710 
— nella contrazione muscolare, $ 1766. 


Fig. 34.55 
— nelle reazioni accoppiate, $ 626, Fig. 
15.19 
— nelle reazioni glicolitiche, $ 667-668, 
S 681, $ 691 
— nel movimento flagellare, $ 1781 
— produzione aerubica, $ 893 


— produzione nel metabolismo aerobico, 
$ 750 
— rapida produzione nella glicolisi, $ 700 
— rapporto dell’azione di massa, $ 889 
— riciclaggio, $ 888 
— rottura ortofosforica, $ 638 
— rottura pirofosforica, $ 638 
— ruolo metabolico, $ 633-644 
— sintasi 
—— controllo, $ 888-896 
—— meccanismo, $ 882-884 
—— nei cloroplasti, $ 964 
—— nei mitocondri, $ 870-874 
—— sintesi, $ 625, $ 639-642, $ 649 
—— traslocazione di protoni, $ 882, $ 883 
— trasporto, $ 785- 797 
— velocità di turnover, $ 643 
ATPasi 
— Ca*+-, vedi Ca?+-ATPasi 
— (H+-K+)-; vedi (H*-K*)-ATPasi 
— (Nat-K+), vedi (Na+-K*)-ATPasi 
AttB, sito, $ 1575 
Attenuatore, $ 1357 
Attenuazione dell’operone trp, 
$ 1355-1358 
Attivatore, i (enhancer), S 355, $ 1336, 
S 1508, $ 1657 
— tissutale del plasminogeno (t-PA), 
$ 1717 
Attivazione, energia libera, $ 490 
— unità di, $ 1751, Tab. 34.3, $ 1753 
Attivazione genica, $ 1346-1352 
Attività, S 83 
— coefficiente di, $ 85 
AttP, sito, S 1575, Fig. 59.29 
Attrattoside, $ 803 
Autoassemblaggio, processo, $ 24 
Autofosforilazione, S 1691 
Autolisi, $ 115 
Autoradiografia, $ 157, $ 620, Fig. 28.53, 
Fig. 28.56 
Autosomi, $ 1207 
Autotrofi, $ 6 
Avery, O., $ 1219 
Avidina, $ 903 
Avogadro, numero di (N), Tab. 3.1, 
S 75-76 
5-azaC, vedi S-azacitosina 
5-azacitosina (5-AzaC), $ 1540 
Azaserina, S 107, Fig. 4.22, S$ 1199 
Azoto, fissazione, $ 6, $ 1098, $ 1107-1109 
— flusso di elettroni, Fig. 24.52 
Azzurrina, Fig. 5.5 


B 


Bacilli, $ 4 

Bacitracina, $ 922, Fig. 21.20 

Baco da seta, Fig. 7.28 

BAL (British anti-lewisite), S 843 
Balbiani, anelli di, Fig. 33.39 
Baltimore, D., $ 1512, $ 1738 

Banda 4.1, proteina, Fig. 11.33, $ 430 
Banda 4.2, proteina, Fig. 11.33, $ 450 
Banda A, Fig. 34.43, $ 1765 

Banting, F., $ 624, $ 1138 

Barbacid, M., $ 1693 

Barcroft, J.., $ 321 
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B-barile, Fig. 7.19, S 256, S 691 

Barnett, J., $ 782 

Barr, corpuscolo di, $ 1651, Fig. 33.38 

Barriera cinetica, vedi attivazione, ener- 
gia libera 

Barriera emato-encefalica, $ 1826 

Barriera energetica, $ 220 

Base, i 

— appaiamento, $ 1245-1248 

—— complementari, $ 1229 

—— interazioni, S 1245-1248 

— coniugata, $ 56 

— coppie, $ 1215, $ 1217 

—— A.T., $ 1246 

—— complementarietà elettronica, $ 1247 

—— complementarietà geometrica, $ 1247 

—— non Watson e Crick, $ 1247, $ 1477 

—— planari, $ 1229 

—— secondo Watson e Crick, $ 1229, Fig. 
28.6 

—— stabilità, S 1247 

— incolonnamento, $ 1229, S 1249-1251 

— invarianti correlate, $ 1389 

— ipermodificate, $ 1399 

— modificate, $ 1399 

— semiinvarianti, $ 1389 

Bassham, J., $ 967 

Batracotossina, S$ 1819 

Batteri, vedi anche procarioti 

— aerobi, $ 8 

— alobatteri, $ 10 

— anaerobi, $ 8 

— archebatteri, $_ 10 

— capsula, $ 4 

— cromosomi, mappatura, S 1213 

— denitrificanti, $ 8 

— eubatteri, Fig. LÀ 

— fissatori dell'azoto, $ 6, S 1108 

— flagelli | $ 1784-1786 

—— rotazione dei, $ 1785 

— fotosintetici, S_7, S 946, S 947-953 

— gram-negativi, S 9. Fiy.10.23, S 387, 
$ 1137-1138 

— gram-positivi, S_9, S_387, Fig. 10.23 

— lisogeni, $ 1564 

— immuni, $_ 1564 

— metanogeni, S_10 

— parete cellulare, S 4, $S_ 387-390 

—— idrolisi da lisozima, S 350 

— riduttori del solfato, S 8 

— termoacidofili, $ 10 

— termofili, $ 267 

— virulenza, $ 387 

Batterioclorofilla (BChl), Fig. 5.5 

— a, Fig. 5.5, $ 942, Fig. 22.3, $ 950 

—— coppia speciale, $ 9 

—— proteina della , S 945, Fig. 22.8 

— b, $ 942, Fig. 22.3, $ 948 

Batreriofago 

— À, $ 1298, $ 1350, S$ 1537, Fig. 32.1, 
$ 1564-1585, $ 1657 

—— assemblaggio, $ 1569-1574 

——— della coda, $ 1573, Fig. 32.27 

——— della testa, S$ 1570 

—— ciclo lisogeno, $ 1575-1578 

—— ciclo litico, $ 1565-1568 

—— compattamento del DNA, $ 1571, Fi 
32.28, $ 1572 

—— geni e siti genetici, Tab. 32.1 


ga 


—— integrazione e escissione del DNA, 
$ 1576 

—— mappa genetica, Fig. 32.23 

—— replicazione del DNA, $ 1568, Fig. 
32.26 

—— switch, meccanismo, $ 1579-1585 

—— trascrizione precoce-immediata, 
$ 1566, Fig. 32.24 

—— trascrizione precoce-ritardata, $ 1566, 
Fig. 32.24 

—t— trascrizione tardiva, Fig. 32.24 

—— segnali nella ricombinazione, $ 1575, 
Fig. 32.29 

— M13, $ 1298, Fig. 28.62, $ 1495, $ 1563 

—— forma interrotta (RFII), $ 1495 

—— forma replicativa (RF), $ 1495 

—— forma superavvolta (RFI), $ 1495 

—— replicazione del DNA, $ 1495 

—— struttura, $ 1563 

— MS2, $ 1275, Fig. 32.1 

— molecola ereditaria, S 1220 

— Pi, $ 1215 

— P22, $ 290, S 1351 

— $X174, S$1319, S$ 1395, Fig. 32.1, 
$ 1496-1497 

—— replicazione del DNA, $ 1319 

—— sovrapposizione in cornici di lettu- 
ra diverse, $ 1395 

— R17. $ 1434 

— SPO1. $ 1341 

— TI. Fig. 27.17, $ 1215 

— T2, $ 1220, Fig. 28.11, $ 1316 

— TA, S 1217, Fig. 27.20, $ 1300, $ 1316, 
$ 1386, Fig. 32.1, $ 

— T5, Fig. 27.25, $ 434, $ 

— T6, Fig. 294 

— T7, Fig. 29.8, S 1574 

— temperato, S_1564 

— virulento, $_ 1564 

Batteriofeofitina Db (BPheo), $ 948 

Batteriorodopsina, $ 423, S 437, $ 880 

— cliche transmembrana, Fig. 11.2: 
$ 422 

Battersby, A. $_1087 

BChI, vedi batterioclorofilla 

Beadle, G., $ 657, $ 1211 

Becker, distrofia muscolare di, S_1763 

Beer-Lambert, legge di, $ 943 

Begg, G., $ 186 

Benacerafi, B., $ 1748 

Bence Jones, H., $ 1727 

— proteine di, $ 1727 

Benesch, Reinhold, $ 321 

Benesch, Ruth, $ 321 

Bennett, C., $ 1753 

Benson, A.. $ 967 

Benzamidina, $ 598 

Benzer, S.. $ 1217 

6-0-benzil-n-galattosio, $ 

Benzilpenicillina, Fig. 1 

Berg, P.. S 1300, $ 1404, $ 1410 

Beriberi, Tab. 12.2, $ 6 

Bernal, J.D., $ 246, $ 325 

Berridge, M., $ 1813 

Berzelius, J., $ 465 

Best, G., $ 624, $ 1138 

Bi Bi, reazioni, $ 516-517 

Bicarbonato 

— nel sangue, $ 319 


350, $ 1581 
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— nella biosintesi degli acidi grassi, $ 1006 

— nella reazione dell’acetil-CoA carbos- 
silasi, $ 1008-1009 

— nella reazione della carbammilfosfato 
sintetasi, $ 1061, Fig. 24.7 

Bicaudal, mutazione, $ 1679 

Bicicliche, cascate, $ 742-747 

— glicogeno fosforilasi, $ 743 

— glicogeno sintasi, $ 743, $ 747 

— HMG-CoA reduttasi, $ 1027 

1.3-bifosfoglicerato, $ 630, $ 678, $ 681, 
$ 683, $ 872 

2,3-bifosfoglicerato (2,3BPG), $ 683 

2.3-bisfosfoglicerato, vedi BPC 

2,3-bisfosfoglicerato fosfatasi, Fig. 16.16, 
$ 684 

Biline, $ 946 

Bilirubina, $ 1091 

— diglucuronide, $ 1091 

— glucuronil transferasi, $ 1091, Fig. 
24.30 

Biliverdina, $ 1091, Fig. 24.30 

Bio-Gel 

— nella cromatografia per gel filtrazio- 
ne, Tab. 5.3 

— nella cromatografia per scambio ioni- 
co, Tab. 5.3 

Biochimica, introduzione, $ 22-27 

Biocitina, S 903 

Biologia molecolare, dogma centrale, 
S 1309 

Biopterina, $ 1080, Fig. 24.20 

Biotina, Tab. 12.1, Tab. 12.2. $ 903, $ 993, 
$ 999, $ 1077 

— carbossilasi, $ 1008 

— carbossilazione, $ 903, Fig. 21.4 

— decarbossilasi, $ 1008 

— deficienza, S_903 

Biotinillisina, S 903, $ 999 

Bisfosfoglicerato mutasi, S 684 

Bishop, M., $_ 1690 

Bisubstrato 

— cinetica, S_51-4-524 

— differenziazione dei meccanismi, 
S 519-522 

— cquazioni di velocità, $ 317-518 

— inibizione da prodotto, S_ 522 

— parametri cinetici, significato, $ 518 

— reazioni, S 514-524 

— scambio di isotopi, $ 52: 

— terminologia, $ 515 

Bithorax, complesso (BX-C), $ 1682 

Bithorax, gene (bv), S 1679, Fig. 33.59 

Black, J., S 795 

Blastoderma. S$ 1678, Fig. 33.57 

Blastula, S 1674, Fig. 33.53 

Blobel, G., $_-442 

Bloch, K., $ 1006. $ 1018 

Blow, D., $ 571, $ 1400 

Bohr, C., $ 318 

— effetto, $ 318, $ 339, $ 880 

— origine, $ 339 

Bohr, N., $ 318 

Boltzmann, L., $ 76 

— (kp), costante di, Tab. 3.1, $ 76, $ 491 

Bombardamento con atomi veloci (FAB- 
MS), $ 190 

Bomby.x mori, Fig. 7.28 
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Bonaparte, N., avvelenamento con arse- 
nico, $ 814 

Borsook, H., $ 1465 

Botulismo, $ 1384, $ 1823 

Box 

— CACCC, $ 1335 

— CCAAT, $ 1335, $ 1663 

— GC, S 1335, $ 1657 

— omeo, $ 1683, Fig. 

— Pribnow, $ 1320 

— SOS, S 1522-1523 

— TATA, S 1335, $ 1657 

Bover, H., $ 1297 

Boyer, P., $ 687, S 873, S 881 

BPG (2,3-bisfosfoglicerato), $ 683 

— degradazione negli eritrociti, $ 684 

— interazioni con l'emoglobina, $ 321, $ 339 

— nella fosfoglicero mutasi. $ 682 

— sintesi negli eritrociti, $ 684 

BPTI, vedi inibitore della tripsina del pan- 
creas bovino 

Brachet, J., $ 1309 

Bradichinina, $ 212, $ 1711 

Bragg, L., $ 325 

Bragg, W., $ 325 

Branton, D., S 426 

Braunstein, A., $ 1054 

Breathnach, R., $ 1367 

Brenner, S., $ 1316, $ 1386 

Briggs, G.E., $ 495 

Bri) (poliossietilenlauril etere), Fig. 11.20 

Brinster, R., $S 1219 

British anti-lewisite (BAL), S_ 843 

Bromelaina, S_1591 

2-bromoctilammina, $_ 183 

Bromoidrossiacetone fosfato, S 6 

N-bromosuccinimmide, Tab. 6.3 

5-bromo-UTP, $ 1329 

5-bromouracile (5BU), S 1384, Fig. 30.1 

Bromuro di cianogeno, S 140, S 184 

— rottura del legame pepridico, $ 184 

Bronsted, ]J., S_ 56 

— acido di, S_647 

Brown, A. S 495 

Brown. D., S_1337 

Brown, M., $ 455 

Bruice, T., $ 546 

5BU, vedi 5-bromouracile 

Buchanan, J., S 1144 

Buchner, E., S 465, S 662 

Bugg. C., $ 793 

a-bungarotossina, $ 1824 

Bunick, G., $_16l1 

Burk, D., $ 499 

Burkitt, linfoma di, $ 1695 

Burnet, M., $ 1721 

2,3-butanedione, Tab. 6.3 

a-B-trans-buteniL-ACP, Fig. 23.26 

tbutilossicarbonil cloruro, S_ 208 

Butini-ACP, Fig. 23.26, S 1110 

Butirilcolina esterasi, $ 1825 

Bir, vedi bithorax, gene 

BX-C, veri bithorax, complesso 


33.64 


Cc 


C/EBP, proteina, $ 1663 
C-fos, gene, S 1694 


C-jun, gene, $ 1691, S 1814 

C-inyc, gene, $ 1695 

C-proteina, Tab. 34.4, $ 1761 

C-ras, gene, $ 1693 

C-src, gene, $ 1690 

C-terminale, $ 98. $ 176 

— identificazione, $ 175-176 

Cot, curva, S 1619, Fig. 33.19 

— analisi, $ 1619 

C1, inibitore, $ 1756 

C3, convertasi, $ 1753 

C4b, proteina legante, $ 1756 

C5, convertasi, $ 1753 

Cat* 

— -ATPasi, $ 792-794 

—— regolazione, $ 793 

—— reticolo sarcoplasmatico, $ 1770 

— artivazione, dal ciclo dell'acido citrico, 
$ 837 

— come secondo messaggero, S 792, 
$ 1813 

— concentrazioni fisiologiche, $ 792 

— controllo della contrazione muscolare, 
S 744 

— controllo del metabolismo del glicoge- 
no, $ 744 

— fonti cellulari, S 1813 

— interazione con la calmodulina, $ 744 

— metabolismo, $ 1793 

— nel controllo della contrazione musco- 
lare, $ 1769-1770 

— nell'attivazione dei fattori di coagula- 
zione, S 17053, $ 1705 

— proteina legante il, $ 1794 

— regolazione citosolica, Fig. 20.5 

— trasporto, $ 792-793, $ 850 

CACCC box, $ 1335 

Cadang-cadang, viroide (CCCV), della no- 
ce di cocco, $ 1597 

Caffeina, $ 1814 

Cahn, R., $ 110 

Cahn-Ingold-Prelog, sistema, $ 110-112 

CAIR, vedi 5-carbossiamminoimidazolo ri- 
bontucleotide 

Cairns, J., S 1478, $ 1489 

Calcisomi, $ 1813 

Calcitonina, Tab. 34.5, S 1793 

— proteina legata al gene (CGRP), $ 1827 

Callicreina, Tab. 14.4, $ 1711 

Calmodulina (CaM), $ 744, S 793, $_ 794 

— e proteine bersaglio, $ 794 

— e trombociti, $ 1796 

— funzioni, S 793 

— interazioni con Ca**, $ 744 

— nella contrazione del muscolo liscio, 
Fig. 34.58 

— proteina chinasi-dipendente, $ 747 

— somiglianza con TnC, $ 177: 

— struttura a raggi X, Fig. 18.21 

Calore, $ 70 

Caloria, (cal), $ 71, Tab. 3.1 

Caloria, grande (Cal), $ 71, Tab. 3.1 

Calsequestrina, $ 1770 

Calvin, ciclo di, $ 967-972 

— controllo, $ 972 

— produzione di gliceraldeide-3-fosfato, 
$ 968 

— reazioni dello scheletro di carbonio, 
$ 968 


— relazioni con la via del pentosio fosfa- 
to, $ 968 

— tappe, $ 968 

— variazioni di energia libera standard, 
Tab. 22.1 

Calvin, M., $ 967, $ 970 

Cai, vedi calmodulina 

CAM, vedi crassulacee, metabolismo 

Cammello, eritrociti nel, $ 432 

CAMP (adenosina monofosfato-3°,5°-ci- 
clico), $ 745, S 886, $ 1016, $ 1027, 
$ 1114, $ 1124, $ 1347, S 1578, S 1661, 
$ 1809 

— come secondo messaggero, S 749, 
S 1691, Fig. 33.70 

— indipendente, $ 1016 

— nella contrazione del muscolo liscio, 
Fig. 34.58 

— proteina chinasi-dipendente, $ 743, 
$ 745, $ 746, Fig. 23.48 

— repressione da cataboliti, $ 1347 

Canale anionico, delle proteine, $ 429 

Canali 


— Na, sensibile al voltaggio, $ 1819 

— sensibili al voltaggio, proteine di mem- 
brana, $ 1818 

Cancerogeni, $ 1524-1526, $ 1689, $ 1814 

— identificazione, $ 1526 

Cancerose, cellule 

— differenze dalle cellule normali, $ 1687 

— immortalità, $ 1687 

— metabolismo, $ 895, $ 1687 

Cancro, $ 395, $ 506, $ 1686 

— basi molecolari, S$ 1686-1699 

— cause, $ 1689 

Cantor, C., $ 1259 

CAP, proteina attivatrice dei geni cara- 
bolici, $ 1348, $ 1661 

— regolazione negativa, $ 1348, $ 1353 

— regolazione positiva, S 1348, S 1353 

— struttura ai raggi X, Fig. 29.20 

Cap, struttura, $ 1363 

Cap-0, $ 1363 

Cap-1, $ 1363 

Cap-2, $ 1363 

CAP-CAMP, complesso, $ 1348 

— DNA c struttura, $ 1349 

Capello, organizzazione strutturale, Fig 
di 

Capside virale. $ 1214, $ 1544, $ 1555 

— rivestimento del, $ 1544 

Capsula batterica, $ 4 

Carbammati, $ 320, $ 1061 

N-carbammil aspartato, $ 473, $ 1165 

Carbammil fosfato, $ 473, $ 474, $ 1061, 
S 1164, Fig. 24.24 

— fosfato sintetasi II (CPSII), S 1061, S 1164 

— sintetasi I (CPSI), $ 1061, $ 1164 

—— meccanismo, Fig. 24.5 

Carbammilazione, $ 339 

Carbanioni, Fig. 15.4 

— nella reazione enolasica, Fig. 16.18 

— nella reazione fumarasica, Fig. 19.11 

Carbocatione, Fig. 15.4 

— nella reazione fumarasica, Fig. 19.11 

— protosterolo, Fig. 23.45 

Carbodiimmidi, $ 141 

Carboidrati, $ 6, $ 363-396, $ 899-935 
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— analisi, $ 373 

—— per metilazione, $ 373 

— metabolismo, S 899-935 

Carbonil fosfato, $ 1061 

Carbonilcianuro-p-ossifenilidrazone 
(FCCP), S$ 885 

Carbonio 

— anomerico, $ 367 

— e eme, $ 1091 

— ione, vedi carbocatione 

— legami con l’emoglobina, $ 312 

— proprietà uniche, $ 29-30 

Carbossiamminoimidazolo ribonucleotide 
(CAIR), $ 1152 

2-carbossiarabinitolo-1-fosfato, $ 970 

Carbossiattrattoside, $ 803 

Carbossibiotina, proteina di trasporto, $ 1008 

Carbossibiotinil, enzima, $ 1010 

y-carbossiglutammato (Gla), $ 106, $ 1707 

— nella protrombina, Fig. 34.11 

Carbossimetil cellulosa, vedi cellulosa 

Carbossimetilcisteina, Fig. 16.10 

Carbossimetil-CoA, $ 820 

Carbossipeptidasi, S 176, Fig. 6.5, Tab. 6.1, 
S 449, $ 477 

— B, $ 176 

— meccanismi, Fig. 14.32 

Carbossi-procollageno peptidasi, $ 1460 

Carbossiterminale, $ 98 

Carcinogenesi, $ 1526 

Carcinoma, $ 1693 

Cardiolipina, $ 405, $ 1041, Fig. 23.67 

Carica 

— complessi di trasferimento, $ 593-595 

— stabilizzazione, $ 541 

Carnitina, $ 989, Fig. 23.6 

— palmitoil transferasi, $ 989 

B-carotene, $ 946 

Carotenoidi, $ 946, Fig. 22.5 

Cartilagine, proprietà meccaniche, $ 386 

Caruthers, M., $ 1294 

Cascata, e, $ 740-743, Fig. 23.48, $ 1098, 
$ 1116-1121 

— amplificazione, $ 741, $ 764 

— bicicliche, $ 742-747 

— cinetica, $ 764 

— coagulazione, $ 1715 

— inositol trifosfato, S 1813 

— monociclica, $ 741 

Caspar D., $ 1555 

Caspersson, T., $ 1309 

CAT, vedi cloramfenicolo acetil transferasi 

Catabolismo, $ 25, $ 601 

Catabolita, inibizione da, $ 797, $ 1346. 
$S 1578 

Catalasi, $ 17, $ 312, $ 974, $1178 

— costante cinetica, Tab. 13.1 

— perfezione catalitica, $ 501 

Catalisi 

— acida generale, $ 534 

— acido-basica, $ 534-536 

— basica generale, $ 534 

— concertata, $ 535 

— covalente, $ 537 

— da effetti di prossimità e orientamen- 
to, $ 545-546, $ 1046 

— da ioni metallici, $ 540-543 

— da legame dello stato di transizione, 
S 547-549 


— da residui amminoacidici, $ 535 

— elettrostatica, $ 544 

— enzimatica, $ 531-596 

— meccanismi, $ 532-549 

— natura, $ 493 

— nucleofila, $ 538 

—— ioni metallici, $ 540 

— per arresto dei movimenti intermole- 
colari, $ 546 

— per protezione di cariche, $ 543 

— per reattante distorto, $ 547 

— per residui amminoacidici, $ 539 

— per stabilizzazione di cariche, $ 541 

— perfezione, $ 501 

— tappe elettrofiliche, $ 538 

— tappe nucleofiliche, $ 538 

— triadi, $ 571, Fig. 14.21 

—— ruolo, $ 581 

—— evoluzione, $ 582 

—— funzione, S 581 

Catalitica 

— costante, vedi turnover, numero 

— efficienza, $ 500 

— meccanismi, $ 532-549 

Catastrofe di errori, $ 652 

Catecolammine, $ 1092, $ 1795, $ 1796 

Catecolo, $ 1092, $ 1796 

Catena, e 

— H, vedi catene pesanti 

— laterali, polarità, $ 253 

— leggere \ 

—— geni, $ 1736 

——— organizzazione, $ 1736 

——— ricombinazione, $ 1570 

— leggere (L), $ 1725 

— leggere k, $ 1734, Fig. 34.25 

—— geni, $ 1734, Fig. 34.25 

——— assemblaggio dell'MRNA, $ 1734 

——— flessibilità di ricombinazione, 
$ 1735 

——— leader (Ly), $ 1734, Fig. 34.25 

——— organizzazione, Fig. 34.25 

-—-—— ricombinazione somatica, S_ 1734 

——— segmento Cy, $ 1734, Fig. 34.25 

—-—— segmento giunzionale UL). S 1734, 
Fig. 34.25 

——— segmento Vy. $ 1734, Fig. 34.25 

——— segnali di ricombinazione, $ 1734 

— pesanti 

—— classi (H), $ 1725, Fig. 34.29 


34.29 5 

——— ipermutazione somatica, $ 1738 

——— mutazione somatica, $ 1738 

——— organizzazione, Fig. 34.29 

——— regioni N, $ 1738 

——— segmenti Cy, S 1737, Fig. 34.29 

——— segmento leader (Ly), Fig. 34.29 

——— segmento di unione (Jx), $ 1737, 
Fig. 34.29 

——— sivitch (Sì), regione di, $ 1741, Fig. 
34.32 

——— Vy, segmenti, $ 1738, Fig. 34.30 

Catepsina, $ 1468 

— D, $ 443 

Caudale, proteina, $ 1680 

CCAAT Box, S 1335 

CCCv, vedi cadang-cadang, viroide 
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CCK, vedi colecistochinina 

CCP, vedi citocromo c perossidasi 

CDA, glicoproteina della superficie cellu- 
lare, Fig. 34.33 

— umana, $ 1744 

CD8, glicoproteina della superficie cellu- 
lare, Fig. 34.33 

cDNA (DNA complementare), $ 1290, 
$ 1305, $ 1512, Fig. 33.17 

CDP 

— colina, Fig. 23.64, Fig. 23.69 

— DG (CDP-diacilglicerolo), $ 1041, Fig. 
23.66, Fig. 39.41 

— 1,2-diacilglicerolo fosfoetanolammina 
transferasi, Fig. 23.64 

— etanolammina, Fig. 23.64, Fig. 23.68 

Cech, T., 1375 

Celle elettrochimiche, $ 647, Fig. 15.26 

Cellobiosio, $ 375, Fig. 10.12 

Cellophane, $ 139 

Cellula, e 

— animale, struttura, Fig. 1.5 

— B, $ 1719 

— B, $ 1722 

— con orletto a spazzola, $ 42, $ 799, Fig. 
18.24 

— della guaina vescicolare, $ 977 

— differenziazione, $ 1673-1699 

— epatiche, $ 1089 

— eritroidi, $ 1089 

— fase Gp, $ 1506 

— fase G,, $ 1506 

— fase Ga, $ 1506 

— fase M, $ 1506 

— fase S, $ 1506 

— germinali, $ 1201, $ 1204 

— HeLa, $ 1507 

— Hfr, $ 1213 

— membrana, $ 4 

— morte 

—— causata da condizioni anaerobiche, 
$ 894 

—— e deficienza di TMP, $ 1185 

— rottura, S 113 

— schiumose, $ 459 

— separatori, $ 624 

— somatiche, $ 1201, $ 1203 

— staminali, $ 1719 

— T. $ 1719, $ 1720 

— T helper, $ 1720 

— T killer, $ 1721 

— T citotossiche, $ 1720 

— T di memoria, $ 1722 

— T recettore, $ 1720 

-—— della memoria, $ 1722 

— vegetale, struttura, Fig. 1.9 

Cellulare, ciclo, $ 1506, $ 1606 

Cellulasi, $ 377 

Cellulosa, $ 19, $ 131, $ 363, S 376-377, 
S 971 

— P (fosfocellulosa), Tab. 5.2 

Centrifugazione differenziale, $ 113, S 624 

Centro asimmetrico, $ 99 

Centro chirale, S$ 105 

Centro ferro-zolfo, $ 821, $ 861 

— [Fe-S], $ 862 

— [2Fe-2S], $ 862, $ 961 

— [3Fe-4S], $ 862 

— [4Fe-4S], S 821, $ 862, $ 961, $ 1108 
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— nell’aconitasi, $ 821 

— stati di ossidazione, S 862 

Centromero, $ 1202, $ 1299, $ 1622 

Centrosoma, $ 1778 

Ceramidasi, $ 406, $ 1043, Fig. 23.71, Fig. 
23.75, Tab. 23.2 

— biosintesi, $ 1045 

Cerchi a filamento singolo, concatenazio- 
ne, $ 1273 

Cerchi rilassati (DNA), $ 1267 

Cerchio rotante, sistema del, nella repli- 
cazione s del DNA, $ 1498, Fig. 31.18, 
$ 1568 

Cere, $ 401 

Cerebrosidi, $ 406, $ 1044, $ 1046 

Cervello 

— metabolismo, $ 1123 

— richiesta di glucosio, $ 750, $ 1123 

Cetiltrimetilammonio bromuro (CTAB), 
Fig. 11.20 

CFy-CF; ATP sintasi, $ 964 

— somiglianza con il complesso Fo-F1, $ 964 

CG, vedi gonadotropina corionica 

cGMP (3’,5'--GMP ciclico), $ 1142, $ 1809 

Cy, regione, Fig. 34.15 

Chambon, P., $ 1367 

Changeux, J.P., $ 353 

Chaperon molecolari, $ 297 

CHAPS, Fig. 11.20 

Chargaff, E., $ 1219, $ 1225 

— regole di, $ 1225, $ 1229 

Chase, M., S 1220 

Chemiolitotrofi, $ 6 

Chemioosmotica, ipotesi, $ 874 

Chemiotrofi, $ 559 

Cheratan solfato, $ 383, Fig. 10.20 

Cheratina, $ 18, $ 232, $ 1759 

— a-, $ 232-233 

— B-. $ 232 

a-chetoacido deidrogenasi, Fig. 24.14, Fig. 
24.16 

B-chetoacil-ACP, Fig. 23.23 

— reduttasi, Fig. 23.27 

— sintasi, Fig. 23.27 

B-chetoacil-CoA, Fig. 23.23 

— B-tiolasi, $ 990 

—— meccanismo, Fig. 23.8 

— 3-transferasi, $ 1005 

a-chetoadipato, $ 1078, Fig. 24.16 

a-chetobutirrato, SU 1074, Fig. 24.14, 
$ 1100, $ 1103, Fig. 24.46, $ 1103 

2-cheto-3-deossi-p-arabinoeptulosio-7- fo- 
sfato (DAHP), $ 1104, Fig. 24.47 

2-cheto-3-deossiottanoato (KDO), Fig. 10.28 

3-cheto diidrosfingosina, Fig. 23.71 

Chetogenesi, $ 1005 

a-chetoglutarato, $ 808, Fig. 19.1, Fig. 
19.8, Fig. 24.3, Fig. 24.8, $ 1072, Fig. 
24.40 

— a-deidrogenasi, $ 808, $ 824, S 900, 
$ 1077, $ 1121 

— nel malato-aspartato, shuttle, $ 851, Fig. 
20.7 

— scissione degli amminoacidi, $ 1068. 
S 1071, $ 1076 

—— attivazione Ca**, $ 837 

—— inibizione da prodotto, $ 836 

—— somiglianza con il complesso piru- 
vato deidrogenasi, $ 824 
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a-chetoisocaproato, Fig. 24.26 

a-chetoisovalerato, Fig. 24.15, $ 1103, Fig. 
24.46 

— a-deidrogenasi, $ 1076 

a-cheto-8-metilvalerato, Fig. 24.15, Fig. 
24.46 

Chetopentosio, $ 365 

3-chetosfinganina, Fig. 23.71 

— 3-reduttasi, $ 1045 

— 3-sintasi, S 1045 

Chetosi, $ 1005, $ 1138 

Chetosio, $ 365 

Chi 

— sequenza, $ 1531 

— struttura, $ 1529 

Chilo, $ 453 

Chilomicroni, Tab. 11.6, $ 433, $ 986, $ 1024 

— rimanenze di, $ 450, $ 453, S 1024 

Chimotripsina, Tab. 6.2, $ 469, $ 565, Fig. 
14.26, $ 586, $ 608, $ 1087 

— a-, Fig. 14.26 

— come esterasi, $ 567 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— gene della, $ 1657 

— meccanismo, $ 574-577 


,— T- Fig. 14.26 
i — rapporti con l’elastasi, $ 572 


— residui catalitici, $ 568-370 

— sito attivo, Fig. 14.21 

— specificità, $ 573 

— struttura ai raggi X, $ 571 

— velocità di reazione, $ 581 

Chimotripsinogeno, Fig. 7.53, $ 571, 
$ 1459 

— attivazione, Fig. 14.26 

— diagramma idropatico, Fig. 7.53 

Chinasi, S 543, $ 633, $ 667 

Chinesina, $ 1782 

Chininogeno ad alto peso molecolare 
(HMK), Tab. 34.1, $ 1711 

Chinolinato, Fig. 24.17 

— fosforibosil transferasi, $ 1195 

Chinurenina, Fig. 24.17 

— 3-monossigenasi, Fig. 24.17 


Chinureninasi (PLP-dipendente), S$ 1078 


— meccanismo, Fig. 24.18 

Chipman, D., $ 564 

Chiralità, $ 99 

— e biochimica, $ 99, $ 105 

Chitina, S 377 

Chl, vedi clorofilla 

Chou, P., $ 293 

Chou-Fasman, predizione della struttura 
secondaria, schema, $ 293 

Christmas, S., S 1713 

— fattore di, $ 1642, Tab. 34.1, $ 1710, 
$ 1712 

CI, gene, $ 1582 

CI. repressori, $ 1350 

Cianato, $ 339 

B-cianoalanina, $ 116, Fig. 4.22 

Cianobatteri, $ 6 

— evoluzione, $ 953 

— fotosintesi, $ 938, $ 947, $ 954-962 

Cianosi, $ 345 

Cibo, contenuto energetico, Tab. 23.1 

Cicli futili, $ 710 

Ciclo, i 

— del Cy, $ 973-978 


— del CoQ, $ 879, Fig. 20.24 

— lisogeno, $ 1564, Fig. 32.31 

— mestruale, $ 1798 

—— livelli ormonali, Fig. 34.83 

— redox, meccanismo, $ 878-879 

— riduttivo del pentosio fosfato, vedi Cal- 
vin, ciclo di 

Cicloesano 

— forma a barca, Fig. 10.6 

— forma a sedia, Fig. 10.6 

Cicloesimmide, Tab. 30.9, Fig. 30.46, 
$ 1613 

Ciclopentanoperidrofenantrene, $ 408, 
Fig. 11.8 

Cigli, $ 18, S 1780, Fig. 34.65 

Cimetidina, $ 795 

Cinetica, $ 480-528 

— chimica, $ 73, S 481-493 

— enzimatica, $ 480, $ 494-505 

— saturazione, $ 779 

— trasporto mediato, $ 772-776 

— trasporto non mediato, $ 771 

Cis-aconitato, Fig. 19.1, $ 808, $ 821 

Cis, elementi che agiscono in, $ 1315 

Cis-trans, test, $ 1217 

Cistationina, $ 1074, Fig. 24.14, Fig. 24.45 

— f-liasi, Fig. 24.45 

— v-liasi, Fig. 24.14 

— f-sintasi, Fig. 24.14 

Cisteammina, Fig. 23.24; vedi anche £- 
mercaptoetilammina 

Cisteina, Tab. 4.1, $ 94, $ 1069, Fig. 24.35, 
S 1100 

— biosintesi, Fig. 24.14, $ 1111 

— degradazione, Fig. 24.9 

Cisterne, dell'apparato di Golgi, $ 921, Fig. 
21.17 

— cis, $ 921, Fig. 21.17 

— riediane, S 921, Fig. 21.17 

— trans, $ 921, Fig. 21.17 

Cistîna, S 94, $ 177 

Cistrone, S 1217 

Citidina, Tab. 26.1, Fig. 26.26 


‘— deamminasi, Fig. 26.26 


— monofosfato, vedi CMP 

Citidina trifosfato, vedi CTP 

Citocalasina B, $ 800, $ 1775 

Citocinesi, $ 1775 

Citocromo 

— a, S 866, Fig. 20.17 

— ay, Fig. 20.21 

— b, $ 866, Tab. 30.10 

—— sequenze amminoacidiche, $ 866 

—— struttura, $ 866, Fig. 20.17 

— b;, $ 422, Fig. 11.24, $ 1012 

— bsao, $ 866 

— bgga; vedi citocromo bk 

— bscg, vedi citocromo br 

— bg, $ 960 

— bg.y complesso, Fig. 22.15, S 957, $ 960 

— bc,, $ 952 

— bg, $ 866 

— b, $ 866, Fig. 20.24 

— c, $ 199, $ 304, $ 856, Fig. 20.13, $ 867, 
Tab. 30.10 

—— centri redox, $ 869 

—— centro delle reazioni fotosintetiche, 
S 951 

—— complesso perossidasi, $ 543 
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—— evoluzione, $ 199 

—— formazione di complessi intermole- 
colari, $ 868 

—— funzioni, $ 867-868 

—— ossidasi, $ 199, $ 646, S 869: vedi an- 
che Complesso IV 

—— perossidasi (CCP), $ 868 

—— reduttasi, $ 199: vedi anche Comples- 
so HI 

—— sequenze, Tab. 6.4, $ 199 

—— siti di legame. $ 868 

—— struttura, $ 303-305, $ 869, Fig. 20.21 

—— trasferimento di elettroni da, $ 868 

—— variazione nelle specie, Tab. 6.4, 


$ 
ci, S 865 

— Ca 
£ 8 956, $ 963 

— Piso, S 1004, $ 1089 

— proteine eme, $ 866, Fig. 20.17 

— spettri nel visibile, Fig. 20.16 

Citoplasma, $ 5 

Citoscheletro, $ 18 

Citosina, $ 26, $ 1143, Tab. 26.1, S 1384, 
Fig. 30.4 

— monofostato, vedi CMP 

— trifostato, vedi CTP 

Citosol, $ 13, S 18 

Citrato, Fig. 19.1, $ 
$ 891. Fig. 23.2 

— sintasi, S 613, S 
S 890-891 

—— cambiamenti contormazionali, S 819 

—— inibizione da ftedback, S_B36 

—— inibizione da prodotto, S_ 836 

—— meccanismi, Fig. 19.7 

—— stercochimica, Fig. 19.7 

—— struttura ai raggi N Fig. 19.6 

Citril-CoA, $ BI9 

Citrullib AMP, Fig. 2-46 

Citrullina, S_107, Fig. 4.22, S 617, Fig. 
15.14, Fig, 20h $ 1062 

C, regione, Vig. 34.15 

Claisen 

— condensazione aldol-esteri, S 613,8 819 

— taglio di un estere, S_993 

Clatrati, S_264, Fig. 7.52 

Clatrina, S 446, S_1588 

Claude, A. S 1420 

Clausius, R., S_78 

Cleland, W.W., $ 516 

— reagenti di, $_177 

Clonaggio 

— molecolare, $ 104, $ 1276, $ 1295-1306 

— produzione di proteine, S_1305 

— vettori, S_1296-1299 

—— basati su plasmidi, S 1297 

—— basati sui batteriofagi, $ 1298 

—— navetta, shuttle, $_ 1305 

—— YAC, $ 1299 

Clone, $ 1295 

— selezione, $ 1301, Fig. 28.67 

Cloramfenicolo, $ 1297, Tab. 30.9, $ 1451, 
$ 1472 

— acetil transferasi (CAT), $ 1657 

Clorofilla, $ 20, $ 942 

— a, $ 942, Fig. 22.3, $ 961 

— accessoria, $ 95 

— b, $ 942, Fig. 2 


808, Fig. 19.7, $ 821, 


9 
808, $ 819-820, S$ 835, 


2.3 


— nei complessi antenna, $ 945-946, Fig. 
22.10 

— stati elettronici, Fig. 22.4 

Cloroplasto, $ 20, $ 939-940 

— anatomia, $ 939 

— come sito della fotosintesi, $ 939 

— risposta alle variazioni di illuminazio- 
ne, $ 961, Fig. 22.22 

Cloroquina, $ 1468 

CM-cellulosa, nella cromatografia a scam- 
bio ionico, $ 132, Fig. 5.8 

CMP (citosina monofosfato, acido citidili- 
co), Fig. 23.66, Tab. 26.1 

— nei nucleotidi e nei monosaccaridi, 
Tab. 21.2 

Cm, residuo, Fig. 30.153 

CM-Sephadex, nella cromatografia a scam- 
bio ionico, Tab. 5.2 

CO, punti di compensazione, $ 975 

CoA (coenzima A), $ 470, Tab. 12.1, Tab. 
12.2, S 809, $ 810, $ 988, $ 1197 

— biosintesi, $ 1197, Fig. 26.29 

Coagulo del sangue 

— crescita, $ 1715 

— duro, $ 1705 

— lisi, $ 1717 

— morbido, $ 1704 

Cobamide, coenzimi, Tab. 12.1 

Cobalammina. Tab. 12.2 

Cobratossine, $ 1824 

Cocchi, $ 4 

Cocoonasi, $ 235, Tab. 144 

Codice genetico, $ 1281, $ 1381-1396 

— colinearità, $ 1387, Fig. 30.5 

— cornice di lettura, S 1386, Fig. 30.8 

— decifrazione, S 1388-1393 

— degenerazione, $ 1382, S 1412 

— determinazione, S_1388-1396 

— mutagenesi chimica, $_1383-1385 

— natura, S_139-4-1396 

—— a tripletta, S_ 1386 

| nei mitocondri, Tab. 30.3 

— organizzazione non casuale, S_1394 

— sinonimi nel, S_I1394 

— soppressori, S_1386 

—— intragenici, $_1386 

— sovrapposizione, S 1395 

— standard, S 1396, Tab. 30.2 

— universalità, S_1396 

Codominante, tratto, S_1206 

Codone, $ 1382 

— ambra, S 1392, $S 1418, $ 1466 

— anticodone, interazioni, S_ 1411-1417 

— come triplette, $ 1386 

— d'inizio, S_ 1393 

— degenerazione, $ 1413 

— di stop, $ 1392, S 1419 

— frequenti, S_ 1415 

— iniziazione, S 1393 

— non senso, $ 1391 

— ocra, $ 1392, $ 1418, $ 1466 

— opale, $ 1392, $ 1418 

— sinonimi, $ 1394 

Coefficiente osmotico, $ 1250 

Coenzima, i $ 470-471: vedi anche CoA 

— A, vedi CoA 

— B;n, S 1000, Fig. 23.17, $ 1084; vedi an- 
che ubichinone 

— Bin Tab. 12.1 
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—— in metilmalonil-CoA mutasi, $ 1000 

—— reazioni, S 1000 

—— ribonucleotide reduttasi, $ 1174 

— citocromo c reduttasi. vedi Complesso 
HI 

— nucleotidici, $ 1194-1197 

—— biosintesi, S 1194-1197 

— Q(C0Q). $ 856. $ 991 

-—— meccanismo dei cicli redox, $ 878. 
Fig. 20.23 

—— nel complesso I. $ 861-863 

—— stati di ossidazione, $ 863, Fig. 20.15 

Cofattori, $ 470 

Cohen, L., $ 1609 

Cohen, P., $ 1060 

Cohen, S., $ 1297 

Cointegrata, forma, $ Fig. 31.49 

Colchicina. $ 1779 

Colecalciferolo (vitamina Dy), S 1793 

— idrossilasi, $ 1794 

Colecistochinina (CCK), $ 1791 

Colera, $ 1811 

Colesteril estere idrolasi. $ 462 

— controllo dell’accumulazione. $ 455 

Colesterolo, $ 408, Fig. 11.9, $ 416, Tab. 
11.3, $ 1017. $ 1131 

— biosintesi, $ 840, $ 1018-1024 

— controllo della biosintesi, $ 1025-1029 

— esteri, S 408, $ 454, $ 1024 

— esterificazione, Fig. 11.48 

— livelli nel plasma, S 458 

— metabolismo, S_ 1017-1030 

— riduzione del livello, S_1038 

— sintesi del lanosterolo, $ 1022, Fig. 
23.46 

— trasporto, $_1030 

—— controllo, S_ 1025-1029 

— utilizzazione, S_1030 

Colicina E3, S_1434 

Colifagi, S_1574 

Colina, Tab. 11.2, S 10-41, Pig. 23.64, $ 1823 

— accetil transferasi, S_1823 

— chinasi, Fig. 23.64 

Colinergici, recettori 

— muscarinici, S_1821 

— nicotinici, $_ 1821 

Colipasi, S_983 

Collageno, S_106, S_170, $ 237-242, Tab. 
7.1, Tab. 7.3, S_ 1460, S_1704 

— allisina istidina, Fig. 7.35 

— assemblaggio, S_ 1460, SIG 

— difetti, $ 242 

— fibrille, $ 239 

—— disposizione nei tessuti, Tab. 7.3 

—— micrografia elettronica, Fig. 7 

—— funzione, S 239-240 

—— organizzazione, Fig. 7.33 

— geni, introni dei, $ 1640 

— istidina deidrossimerodesmina, Fig. 
7.35 

— legami trasversali, Fig. 7.35 

— lisinorleucina, $ 243 

— modificazioni covalenti, $ 1463-1464 
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— struttura molecolare, Fig. 7.31, 


$ 238-239 
— tipi di, Tab. 7 
— tripla elica, Fig 
Collman, J., $ 317 
Collodio, $ 139 


n 


7.31, $ 238-239 
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Colorazione con argento, $_ 157 

Colostro, $ 1725 

Compattina, $ 1028, Fig. 23.50 

Compartimento periplasmatico. $ 444 

Complementarietà, regioni determinanti 
(CDR), $ 1727, Fig. 34.18 

Complementazione 

— gruppo di, $ 1216 

— in vitro, $ 1569 

— test di, $ 1210 

— virale, $ 1215 

Complemento 

— CI. Tab. 14.4, Fig. 34.36, Tab. 34.3 

— Ciq. Tab. 34.3, Fig. 34.37 

— Cir, Tab. 34.3, $ 1752 

— Cis. Fig. 34.36, S 1752 

— C2, Fig. 34.36, S 

— C3. Fig. 34.36, $ 

— C4, Fig. 34.36, $ 

— C5. Fig. 34.36, F 

— C6, Fig. 34.36, Fig. 

— CT. Fig. 34.36, Fig. 34.38 

— C8. Fig. 34.36, Fig. 34.38 

— C9, S 1642, Fig. 34.36, Fig. 34.38 

— fissazione, $ 1750 

— sistema, S 1722, $ 1750-1756 

—— regolazione, $ 1756 

Complesso, i 

— IL $ 856, $ 861 

—— coenzimi, S 863 

— Il, S 856, S 864 

—— succinato ‘deidrogenasi nel, $ 864 

— Ni. S 856, Fig. 20.13. S 865-866 

— IV. $ 856, Fig. 20.13. $ 869 

— V, vedi ATP sintasi 

— attivato, $ 488 A 

— che sviluppa ossigeno (OEC), $ 958 

—— ioni Mn nel, S 958 

— di istocompatibilità maggiore. vedi 
MHC 

— enzima-substrato, $_ 495 

— multienzimatici, $ 279 

— per il trasferimento di carica. S_59! 

Composti 

— ad alta energia, S_ 628-644 

— anfifilici, S_ 52-55 

Comunicazioni biochimiche, S 1787-1827 

Concanavalina A, $ 228, Fig. 7.18, $ 373. 
Fig. 10.32 

— struttura 8, S 228, Fig. 7.18 

Concentrazione,i 

— gradienti, S 650 

— saline, $ 121-122 

Condizioni permissive, $ 1216 

Condroitin-4-solfato, S 383, Fig. 10.20 

Condroitin-6-solfato, $ 383, Fig. 10.20 

Conduzione saltatoria, $ 1821 

Configurazione 

— assoluta, $100 

— cis, sul cromosoma, $ 1217, Fig. 2 

— trans, sul cromosoma, S 1217, 
27182: 


Conformazione 

— a barca, $ 368, Fig. 10.6 

— a mezza sedia, $ 553, Fig. 14.11, $ 556, 
$ 563, $ 1243 

— a sedia, S 368, Fig. 10.6, Fig. 14.11 

— ad ansa, $ 230 

— anti, Fig. 28.19 


$ 
$ 
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— degli acidi nucleici, $ 1251-1254 

— degli zuccheri, $ 368 

— dei polipeptidi. S 219-222 

— eclissara. $ 220, Fig. 7.5 

— endo. $ 1244 

— eso, $ 1244 

— globale, $ 285 

— locale. $ 285 

— sfalsata. $ 220, Fig. 7.5 

— spirale, $ 230 

—— superavvolta, struttura, $ 252, Fi 
34.45 

Coniugazione , $ 1213, Fig. 27.14 

— interrotta, $ 1213, Fig. 27.16, Fig. 27.17 

Conta proporzionale, radiazione, $ 680 

Contatti interatomici, distanze limite, Tab. 
dd 

Contrullo 

— del flusso metabolico, $ 7 

— dell'attività enzimatica. $ 

Conversione interna, $ 944 

Coomassie brilliant blue, $S 157 

Cooperatività, $ 314 

— modello di adattamento indotto, $ 357, 
$ 358 

— modello di simmetria, $ 353-3 

— modello sequenziale, $ 357, 

— negativa, $ 315 

— nell'aspartato transcarbammilasi, $ 473 

— nell'emoglobina, $ 330-335, $ 3 

— non-, $ 315 

— positiva, $ 315 

Coppia. e 

— ionica, $ 259 

— omologhe, nei cromosomi, $ 1202 

— oscillanti. Fig. 30.21 

—— nei mitocondri, S_ 1414 

— redox, reazioni, S_646 

—— coniugata, S_B4T 

— speciale, $ 948 

Coproportirinogeno 

— 1 $ 1090 

— HI, Fig. 24.29 

— ossidasi, S_1087 

Cordicepina, S 1324 

Corea di Huntington, S_IZBI 

Corepressori, $ 1355 

Corev. R., $ 218, S 228 

Cori, C., $ 665, $ 912 

— ciclo di, $ 912 

Cori, G., S 665, $ 912 

— malattia di, $ 757 

Corinefago b, S 1453 

Corismato, S 1104, Fig. 24.47, Fig. 24.48, 
Fig. 29.26 

— mutasi, Fig. 24.48 

— sintasi, Fig. 24.48 

Cornice di lettura, $ 1386. $ 1395 

— sovrapposizione. S 1395 

Corpi chetonici, $ 1005, $ 1068. 
S 1122-1134 

Corpo umano, composizione in elementi, 
Tab. 1.2 

Corpus luteum. S 1804 

Correzione cinetica, meccanismo. 
$ 1447-1448 

Corticosterone, Fig. 23.51, $ 1797 

Corticotropina 

— fattore di rilascio (CRF), $ 1800 


g 
S. 


01714 
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— peptide analogo. del lobo intermedio. 
(CLIP), Fig. 35.52 

Cortisolo, Fig. 23.51, $ 1797 

cos, sito, S 1298 

Cosimazi, $ 662 

Cosmidi, S$ 1299 

Costante di velocità, $ 483 

— di primo ordine, $ 483 

— di secondo ordine, S 483 

—— determinazione, $ 486 

Costante dielettrica. $ 50, Tab. 2.1, $ 258 

Cot. curva, $ 1619 

Coulomb (C), Tab. 3.1 

Coulomb. legge di, $ 50 

Cozzarelli. N., $ 1274 

CPS, vedi carbammilfosfato sintetasi 

Crassulacee, metabolismo acido, (CAM), 
$ 978 

Creatina chinasi, $ 530, $ 644, $ 656 

Creighton, T., $ 289 

Crescita vegetativa, $ 1564 

Creste, S 15, $ 846, Fig. 20.2 

Cretinismo, $ 1792 

Creutzfeldt-Jakob, morbo di, $ 1599, 
$ 1602 

CRF, vedi corticotropina, fattore di rilascio 

Crick, F.H.C., S 1120, $ 1238, $ 1309, 
S 1386, $ 1397, S 1413, $ 1476, $ 1544 

Cristalli liquidi, Fig. 11.17 

Cristallografia ai raggi X, $ 24 

cRNA, Fig. 32.44, $ 1588, $ 1 

Cro, proteina, $ 1566, $ 15 
S 1611, $ 1685 

— legame con og. Fig. 32.36, Fig. 32.40 

— e complesso DNA, struttura ai raggi 
X, $ 1581 

Croce, C., $ 1695 

Cromatidi, S_ 1204 

Cromatina, $ 13, $ 1606, $ 1610-1613, 
S 1654; vedi anche eucromatina e ete- 
rocromatina 

— anse radiali, $ 1615 

— costitutiva, $ 1650 

— facoltativa, S 1650 

— filamento di 100-À, $ 1610, Fig. 33.4, 
S 1614 

— filamento di 300-Aé, $ 1614, Fig. 33.11, 
Fig. 33.12 

— Hi, deplezione, $ 1612, Fig. 33.9 

Cromatoforo, Fig. 22.2, $ 940 

Cromatografia, S 126-150, $ 1255-1257 

— a setaccio molecolare, vedi per gel fil. 
trazione 

— ad esclusione molecolare, vedi per gel 
filtrazione 

— ascendente, S 133 

— discendente, $ 133 

— eluizione, $ 129-130 

— gas liquido (GLC), $ 149 

— idrossiapatite, $ 145, $ 1256 

— immunoaffinità, $ 142 

— in fase inversa (RPC), $ 147 

— liquida ad alta risoluzione (HPLC), $ 148 

— per adsorbimento, $ 144 

— per affinità. $ 140-142, $ 1257 

— per gel filtrazione, $ 135-139 

—— determinazione delle masse moleco- 
lari, S 137, Fig. 5.13 

—— materiali usati, Tab. 5.3 


7, $ 1581, 
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— per interazioni idrofobiche, $ 150 

— scambio ionico, $ 128-132 

— su carta, $ 133-135, S$ 1265 

—— bidimensionale, $ 135 

— su strato sottile (TLC), $ 146 

— termica, $ 1256 

Cromatogramma, $ 134 

Cromatosomi, $ 1611 

Cromoforo, $ 423, $ 948 

Cromomeri, $ 1616 

Cromosome walking, $ 1303 

Cromosoma, i, $ 5, $ 1202-1204 

— a forcelle multiple, $ 1502, Fig. 31.22 

a spazzola, $ 1652 

— attivazione, $ 1650 

— coppie omologhe, $ 1202 

— double minute, $ 1634 

— E. coli, $ 1499-1503 

— eucariotici, $ 1606-1616 

— impalcatura proteica, Fig. 33.13 

— metafase, Fig. 33.13, Fig. 33.14 

— politenici, $ 1616, Fig. 33.15 

— puff, $ 1652, Fig. 33.39 

— riarrangiamenti, $ 1695 

— sessuali, $ 1205 

— unità trascrizionali, $ 1615 

— X, 1056, $ 1207 

— Y, 1056, S 1207 

Crossing-over, $ 1204, Fig. 27.10, $ 1209, 
$ 1630 

— ineguale. $ 1630 

CRP, vedi proteina recettore di cAMP 

CTAB (cetiltrietilammonio bromuro), Fig. 
11.20 

CTP (citosina trifosfato), $ 473 

— sintasi, $ 1170 

CTP, colina citidil transferasi, Fig. 23.64 

CTP, fosfatidato citidil transferasi, Fig. 
34.91 

CTP, fosfoetanolammina citidil transferasi, 
Fig. 23.64 

Cuatrecasas, P., S 1812 

Curaro, S_ 1824 

Curie (Ci), S_659 

Curve 

— iperboliche, $ 314, $_ 497 

— sigmoidali, $ 314 

Cushing, sindrome cdi, $_1797 


D 


D, vedi diidrouridina 

vamminoacidi, $ 108 

DAHP, vedi 2-chetodeossi-p-arabinoeptu- 
losio-7-fosfato 

Dalgarno, L., $ 1434 

Dalton (D), $ 5 

Dam, gene, $ 1538 

Dam, metilasi, S 1538 

Dansilamminoacido, $ 175 

Dansilamminoetiltiogalattoside, $ 801 

Dansilcloruro, Fig. 6.3, $ 175 

Darnell, J., $ 1653 

Darwin, C., $ 28, $ 814, $ 1201 

Dati cinetici 

— analisi, $ 499-501 

— e meccanismo di reazione, $ 505 

Daunomicina e DNA, $ 1327 


Davies, D., $ 1105, $ 1730 

Davis, R., $ 1300 

DCCD, proteolipide che lega, $ 883 

DCCD, vedi dicicloesilcarbodiimnimide 

Dem, gene, $ 1538 

Dem, metilasi, $ 1538 

DCMU, vedi 3-(3,4-diclorofenil)1,1-dimetil- 
urea 

ddNTP, vedi 2°,3°-dideossinucleoside tri- 
fosfato 

De Lucia, P., $ 1487 

De Saussure, T., $ 938 

Deacilazione, della serina proteasi, $ 577 

DEAE-cellulosa nella cromatografia a 
scambio ionico, $ 132, Fig. 5.8 

Deamminazione degli amminoacidi, 
$ 1052-1059 

Debito d’ossigeno, $ 912 

Decadimento radioattivo, $ 620 

Decametonio, ione, $ 1829 

deDuve, C., $ 16 

Defosfo-CoA chinasi, $ 1197, Fig. 26.29 

Defosfo-CoA pirofosforilasi, $ 1197, Fig. 
26.29 

Degradazione delle proteine, $ 1465-1471 

Deidratazione, reazioni, $ 610 

Deidroandrosterone, Fig. 23.51 

5-deidrochinato, Fig. 24.47 

— deidratasi, Fig. 24.47 

Deidrochinato sintasi, Fig. 24.47 

7-deidrocolesterolo, $ 1793 

Deisenhofer, J., $ 948 

Delezione, $ 1535 

Denaturazione 

— del DNA, $ 1239 

— delle proteine, $ 267-268 

— temperatura di, $ 78 

Densità, gradienti, $ 165, $ 167, Fig. 5.32 

«Dente di gallina», Fig. 33.55 

5°-deossiadenosilcobalammina, $ 1000 

Deossicitidina deamminasi, $ 1179 

li-deossicorticosterone, Fig. 23.51 

11-deossicortisolo, Fig. 23.51 

Deossiemoglobina, vedi emoglobina 

Deossinucleotidi, $ 1143 

— biosintesi, S 1173-1185 

Deossinucleotidil transferasi terminale, 
$ 1300, $ 1738 

Deossiribonucleotidi, $ 1143, $ 1173 

— formazione, $ 1173-1185 

Deossiribosio, $ 26, $ 371, $ 1174-1180 

Deossitimidina, Tab. 26.1, Fig. 26.26 

Deossi-zuccheri, $ 371 

Deproteinizzazione degli acidi nucleici, 
S 1254 

Depsipeptide ciclico, $ 779 

Dermatan solfato, $ 383, Fig. 10.20 

Dermatosparassia, $ 1460 

Desamido NAD*, vedi NADH 

Desaturasi, $ 1012 

— terminale, $ 1012 

Desmina, $ 1761 

Desmosina, $ 243 

Destrano, $ 138 

a-destrinasi, $ 379 

Destrina, $ 379 

— limite, $ 398 

Destrorotatorie, molecole, $ 106 

Detergenti, Fig. 11.20 
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— effetti sulla denaturazione delle pro- 
teine, $ 267 

— rottura delle membrane cellulari, $ 419 

Determinanti antigenici, Tab. 11.5 

DG chinasi, Fig. 34.91 

DHF, vedi 7,8 diidrofolato 

DHFR, vedi diidrofolato reduttasi 

Diabete 

— insipido, $ 1829 

— mellito, $ 624, $ 1138-1139, $ 1468 

—— adattamento metabolico, $ 1138 

—— insulina-dipendente (giovanile), 
S 1138, S 1139, $ 1723, $ 1749 

—— non insulina dipendente (dell’età 
adulta), S 1138 

Diacilglicerofosfolipidi, biosintesi, $ 1041 

Diacilglicerolo 

— sn-1,2-(DG), $ 983, Fig. 23.32, Fig. 23.63 

— aciltransferasi, $ 1013 

— lipasi, $ 1033 

— trifosfato, $ 1813 

Dialisi, $ 139 

Diamminopimelato 

— decarbossilasi, Fig. 24.25 

— epimerasi, Fig. 24.25 

— meso-a,e-, Fig. 24.45 

Diastasi, vedi a-amilasi . 

Diastereomeri, $ 102 

O-diazoacetil-t-serina, $ 1199 

Diazobenzilossimetil, gruppo, $ 1262 

Diazometano, Tab. 6.3 

6-diazo-5-ossi-.-norleucina (DON), $ 1199 

Dicephalic, mutazione, $ 1679 

Dichetopiperazina, mappa della densità 
elettronica, Fig. 7.39 

Dicicloesilcarbodiimmide, (DCCD), $ 210 

Dickens, F., $ 926 

Dickerson, R.E., $ 303, S 371, Fig. 28.5, 
$ 1240, Fig. 28.8, Fig. 28.9 

3-(3,4 diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU), 
S 956, $ 959 

Dicumarolo, $ 1707, Fig. 24.10, $ 883 

2°,3°-dideossinucleoside trifosfato (AANTP), 
S 1287 

Didrossiacido deidratasi, Fig. 24.46 

Diener, T., $ 1596 

2,4-dienoil-CoA reduttasi, S 997 

Dietilamminoetil cellulosa, vedi DEAE- 
cellulosa 

Dietilpirocarbonato, Tab. 6.3 

Difetti genetici, $ 616 

Diffrazione a neutroni, S$ 1425 

Diffusione, $ 770 

— coefficiente, $ 771 Pe 

— facilitata, $ 770 

— Fick, prima legge, $ 771 

— limite controllato, $ 501 

Difosfatidil glicerolo, Tab. 11.2 

2,3-difosfoglicerato, vedi 2,3-bisfosfoglicerato 

Difosfopiridina nucleotide (DNP), vedi 
NAD* 

Diftamide, $ 1453 

Digalattosil diacilgliceroli, $ 940 

Digestione proteolitica, $ 1459-1462 

Digitale, Fig. 18.19, $ 791 

Digitossigenina, $ 791 

Diglicerolo chinasi, $ 1033 

7,8 diidrobiopterina, $ 1080, Fig. 24.21, 
Fig. 24.32 
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Diidroceramide, $ 1045 

— reduttasi, $ 1045 

Diidrofolato, S 445, S 506, Fig. 24.37, 
S 1182 A 

— reduttasi (DHFR), S 445, $ 506, $ 1080, 
Fig. 24.21, $ 1094, $ 1184, $ 1634 

—— amplificazione genica, $ 1634 

—— struttura ai raggi X, Fig. 26.19 

Diidrolipoamide, $ 812 

Diidrolipoil deidrogenasi, $ 279, $ 811, 
S 812, $ 824 

— omologia con la glutatione reduttasi, 
$ 812 

Diidrolipoil transacetilasi, Tab. 7.6, $811 

— scambio dei gruppi acetile, $ 815 

Diidrolipoil transsuccinilasi, $ 824 

Diidroorotasi, $ 1166 

Diidroorotato, $ 1166, $ 1167 

— deidrogenasi, $ 1167 

Diidropicolinato, Fig. 24.45 

Diidropteridina reduttasi, $ 1080 

Diidrosfingosina, $ 406, Fig. 23.71 

Diidrossiacetone, Fig. 10.2 

— fosfato (DHAP), $ 671, $ 674, Fig. 22.23, 
Fig. 23.3, $ 1013, Fig. 23.32 

—— nel glicerofosfato, shuttle, $ 851, Fig. 
20.6 

1a,23-diidrossicalciferolo, [1,25(0H)2D], 
S 1794 

2-(1,2-diidrossietil) tiammina pirofosfato, 
Fig. 21.25 

L-3,4-diidrossifenilalanina, (L-DOPA), 
S 1083, Fig. 24.23, S 1092 

a, 8-diidrossi-B-metilvalerato, Fig. 24.46 

a, B-diidrossisovalerato, Fig. 24.46 

Diidrotimina, Fig. 26.26 

Diidrouracile, Fig. 26.26 

— deidrogenasi, Fig. 26.26 

Diidrouridina (D), $ 1389 

Diimmina, $ 1109 

2-4-diinitrofenolo, $ 885 

Diisopropilfosfofluoruro (DIPF), $ 192, 
$ 569, $ 1825 

Dimeri, $ 270 

Dimetilallil pirofosfato, $ 1019, Fig. 23.40 

NS, N6-dimetiladenina, S 1374 

NS, NS-dimetiladenosina, $ 1250 

1-dimetilamminonaftalene-5-sulfonil clo- 
ruro (dansil cloruro), $ 175 

5.6-dimetilbenzimmidazolo (DMB), $ 1000 

N23, N?-dimetilguanosina (mg), Fig. 
30.13 

Dimetilossalacetato, $ 541 

— decarbossilazione; S 541 

Dimetil solfato (DMS), S 1284, Fig. 28.52, 
S 1321, $ 1344 

— impronta (footprintingì, $ 1657 

Dimetilsuberimidato, $ 278 

Dimetossitritile (DMTr), gruppo, $ 1294, 
Fig. 28.59 

Dinammina, $ 1783 

Dineina, $ 1780, Fig. 34.67, S 1781, $ 1782 

— bracci, $ 1780, $ 1781 

— citosolica, $ 1782 

— microfotografie elettroniche, Fig. 34.61 

— movimento, funzioni di, $ 1781 

— somiglianze con la miosina, S 1781 

2,4-dinitrofenilsolfenil cloruro, Tab. 6.3 

2,4-dinitrofenolo (DNP), $ 885 


— come pillola dietetica, $ 885 

Dinztis, H., $ 1429 

Dioldeidrasi, $ 1051 

Dipeptidi, $ 91 

DIPF, vedi diisopropilfosfofluoruro 

Dipirrometano, $ 1088 

Diploide, numero, $ 1202 

Disaccaridi, $ 374-375 

Dischi immaginali, $ 1678 

Disolfuri in proteine, reazioni di scam- 
bio, $ 285 

Disordine, $ 74-75 

Displasia ectodermica anidrotica, $ 1651 

Dissociazione 

— costante, $ 57 

— apparente, $ 352 

— curva di O; 

—— del sangue intero, Fig. 9.7 

—— dell'emoglobina, Fig. 9.3 

—-—— denudata, Fig. 9.7 

—— della mioglobina, Fig. 9.3 

— di alcuni acidi, Tab. 2.3 

— intrinseca, $ 352 

— macroscopica, $ 352 

— microscopica, $ 352 

Distrofina, $ 1763 

5,5°-ditiobis(2-acido nitrobenzoico(DTNB), 
Tab. 6.3 

Ditrioeritritolo, $ 177, Tab. 6.3 

Ditriotreitolo, $ 177, Tab. 6.3 

Divinilbenzene, legami trasversali, $ 131 

DMB, vedi 5,6-dimetilbenzimidazolo 

DMS, vedi dimetil solfato 

DMTr, vedi dimetossitritile 

DNA (acido deossiribonucleico), $ 2, $ 26, 
S 1200-1220, $ 1223 

— <A, $ 1233, Fig. 28.8, $ 1243 

—— significato biologico, $ 1234 

— amplificazione, per mezzo della rea- 
zione a catena della polimerasi, $ 1304 

— -B, S 1229, $ 1232, $ 1243 

—— particella centrale del nucleosoma, 
$ 1611 

—— significato biologico, $ 1229 

— bande satellite, S 1263 

— canonico, $ 1351 

— catene complementari, $ 26 

— circolare, $ 1264, Fig. 28.33 

— colorazione, $ 1260 

— complementare (cDNA), $ 1290, $ 1305, 
$ 1512, Fig. 33.17 

— complessità, $ 1619 

— composizione delle basi, $ 1225 

— conformazione, $ 1241-1244 

— cromosomico, rapporto di condensazio- 
ne, $ 1606 

— curva di fusione, $ 1239, Fig. 28.15 

— degradazione meccanica, $ 1236 

— denaturazione, $ 1238-1240 

— deviazione dal modello di Watson e 
Crick, $ 1230 

— diffrazione ai raggi X della fibra, Fig. 
28.4 

— dimensioni, $ 1236, Tab. 28.2 

— DnaA, proteina, $ 1500, Fig. 31.21 

— DnaB, proteina, $ 1497, Fig. 31.21 

— DnacC, proteina, $ 1497, Fig. 31.21 

— doppia elica, $ 1232, $ 1256 

— duplex, $ 1231, $ 1260 


— egoista, $ 1624 

— elementi di risposta, $ 1662 

— eteroduplex, $ 1529 

— fagico, $ 1395 

— famiglia Alu, S 1623, Fig. 33.33 

— famiglia Kpn, $ 1636 

— filamento «antisense», $ 1319 

— filamento leader, $ 1481, Fig. 31.15, Fig. 
31.20, Fig. 31.27 

— filamento meno, $ 1319 

— filamento più, $ 1319 

— filamento ritardato, $ 1481, Fig. 31.15, 
Fig. 31.20, Fig. 31.27 

— filamento «sense, $ 1319 

— forma A, $ 1233, Fig. 28.8, $ 1243 

— forma B, S 1229-1231, $ 1233, $ 1243 

— forma Z, $ 1234, Fig. 28.9, $ 1234, 
S 1243 

— girasi, vedi topoisomerasi II 

— glicosilasi, $ 1518 

—— ATP in, $ 1493 

—— ligasi, $ 1300, $ 1482, $ 1492-1493, 
Fig. 31.14, Fig. 31.20, Fig. 31.29 

—— NAD+ in, $ 1493 

—— T4, $ 1493 

— legami con le proteine, $ 1350 

— legami idrogeno, $ 1248 

— linker, S 1611 

— lunghezza complessiva, $ 1236 

— metilazione, $ 1538-1541 

—— autoperpetuazione, $ 1541 

—— nel controllo dell’espressione genica, 
S 1540 

— mitocondriale, replicazione, $ 1509 

—— ansa a D, $ 1509 

— modificazioni, $ 1226 

—— ospite-specifico, $ 1277 

— numero di legame, $ 1270 

— polimerasi, $ 1287, $ 1290, $ 1477, Fig. 
31.1, $ 1507-1511 

—— a, $ 1507, Tab. 31.5 

—— e, $ 1507 

—— 8, $ 1507, Tab. 31.5 

—— 5, $ 1507, Tab. 31.5 

—— +, $ 1507, Tab. 31.5 

—— I (Pol I, $ 1286, $ 1484-1489, Fig. 
31.20, $ 1516 

—— Il (Pol M, Tab. 31.2, $ 1490, Fig. 31.20 

——— diretta da DNA, $ 1477-1478 

——— diretta da RNA, $ 1512 

——— traslazione per taglio, $ 1488 

—— III (Pol IM, S 1490-1491, $ 1497, Fig. 
31.19, $ 1504 

——— componenti, Tab. 31.2 

——— errori, $ 1539 

——— funzioni, $ 1490-1491 

——— oloenzima, $ 1491, $ 1497 

—— inibizione da intercalanti, $ 1327 

—— processiva, $ 1484 

——- e DNA, $ 1487 

——— errore, $ 1539 

——— 3’-5’ esonucleasi, Fig. 31.8, Fig. 
31.11 

——— 5°-3’ esonucleasi, $ 1485, $ 1487 

——— funzione fisiologica, $ 1487 

—— Klenow, frammenti di, $ 1286, 
S 1486 

——— struttura ai raggi X, Fig. 31.10, 
S 1486 


I numeri preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 


pm 


1430 Indice analitico 


— polimorfismi, $ 1638 

— primer, $ 1286 

— principio trasformante, $ 1219 

— replicasi, $ 1491 

— replicazione, $ 1475-1512 

—— conservativa, $ 1231 

—— del cerchio rotante ad ansa, $ 1498. 
Fig. 31.18, $ 1568 

—— enzimi, $ 1483-1493 

—— eucariotica, $ 1505-1512 

—— fattore A (RF-A), $ 1510 

—— fedeltà della, $ 1504 

—— in E. coli, $ 1499-1503 

—— nei procarioti, $ 1494-1504 

—— nel batteriofago \, $ 1568, Fig. 36.26 

—— nel batteriofago M13, $ 1495 

—— nel batteriofago $X174, $ 1496-1495 

—— 0, $ 1498 

—— O, $ 1478 

—— origine, $ 1297, $ 

—— regolazione, $ 1502 

—— semiconservativa, $ 1231, $ 1480-1481 

—— semidiscontinua, $ 1480 

—— terminazione, $ 1503 

—— unidirezionale, bidirezionale, $ 1478 

— ricombinante, $ 1295 

— rinaturazione, $ 1238-1240, $ 1619 

— riparazione, $ 1513 

—— del disappaiamento, $ 1539 

—— identificazione dei cancerogeni, 
$ 1524-1526 

—— per eliminazione diretta del danno, 
$ 1514-1515 

—— per escissione, $ 1516-1519 

—— per ricombinazione, $ 1527-1537 

—— postreplicazionale, $_1520 

—— risposta SOS, $ 1521-1523, $ 1550, 
S 1584 

——— generale, S_1528-1551 

—-— per trasposizione, S 1532-1537 

— satellite, S_1622, Fig. 33.24 

— scanalatura. principale, S 1229, Fig. 
28.5, Fig. 28.8, Pig, 28.9 

— scanalatura secondaria, SUTIZO, Fig. 
28.5, Fig. 28.8, Fig. 28.0 

— sequenze 

—— altamente ripetute, S_1620, S 1622 

—— moderatamente. ripetute, SU 1620, 
S 1623, S 1624 

—— palindromiche, $_1278 

—— ripetute, $S_1263 

—— ripetute invertite, S 1620, S 1621 

—— semplice, $ 1622 

—— uniche, $ 1620 

— sequenziazione 

—— metodo del 
S 1282-1285 

—— metodo della terminazione della ca- 
tena, S 1282, $_ 1286-1289 

— sonde, $ 1261 

— «spazzatura», S_ 1624 

— spostamento ipercromico, $ 1239, Fig. 
28.27 

— struttura a raggi X di cristalli di fram- 
menti, $S 1230 

— struttura irregolare, $ 1230 

— struttura secondo Watson e Crick, 
$ 1228, $ 1229, $ 1234 

— strutture ripiegate, $ 1621, Fig. 33.22 
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— superavvolgimento plectonemico, 
S 1229 

— superavvolto, $ 1264-1274 

—— e agenti intercalanti, $ 1269 

—— svolgimento, $ 1269 

—— taglio di un filamento, $ 1267 

— superelicità, $ 1264 

— supertorsione, $ 1264 

— taglio in modo base-specifico, $S 1284 

— temperatura di fusione, $ 1239, Fig. 
28.16 

— vettore dell’informazione genetica, 
S 1218-1220 

— -Z, $ 1234, Fig. 28.9, $ 1243 

—— alternanza di purine e pirimidine. 
$ 1242 

—— conversione dal DNA-B, Fig. 28.10 

—— significato biologico, $ 1234, 1235 

DNasi, $ 1320 

— impronta, Fig. 33.45, $ 1657 

— pancreatici, $ 1267 

— sensibilità, $ 1654 

— siti ipersensibili, $ 1656 

DNP, vedi 2,4 dinitrofenolo 

DNP, vedi proteina di attracco 

dNTP, $ 1179 

Dodeciltrietilammonio bromuro (DTAB), 
Fig. 11.20 

Dolicolo, Fig. 21.14, $ 918, Fig. 23.26, 
S 1026 

— fosfato, Fig. 21.15, Fig. 21.19 

— -P-mannosio, S 919 

— oligosaccaridi, sintesi, $ 919, Fig. 21.15 

Dominante, tratto, $ 1205 

Dominio, i, $ 255 

— carbossiterminale (CTD), S_1334 

DON, vedi 6-diazo-5-0sso-1-norleucina 

Donnan, equilibrio di, $S 805 

Donohue, J., $_ 1228 

Dopammina, $ 116, Fig. 4.22, $ 1092, Fig. 
24.33, S 1826, Fig. 34.100 

— f-idrossilasi, Fig. 24.33 

Doppi, reciproci, grafico, $ 499, vedi an 
che Lineweaver-Burk, grafico di 

— per il trasporto di glucosio, Pig. 18.5 

— per reazioni Bi Bi Ping Pong, S 516 

— per reazioni sequenziali Bi Bi, Fig. 13.8 

Dosaggio radioimmunologico, SIIT, 
S 1789 

Dowex, resina, nella cromatografia a 
scambio ionico, Tab. 5.2 

DPG, vedi 2,3 bifosfoglicerato 

DPN, vedi NADT 

DPNH, vedi NADH 

Drenth, J., S 983 

Drew, H.. Fig. 28.5, $_ 1240 

Drever, W., $ 1753 

Drosophila melanogaster, Fig. 27.9, $ 1208 

— ceppo naturale, $_ 1208 

— mappa genetica, Fig. 27.11 

— segmentazione, Fig. 33.57, $ 1678-1683, 
Fig. 33.63 

— sviluppo, $ 1678-1683, Fig. 33.57 

dsRNA, vedi RNA, doppia elica 

DTAB (dodeciltrietilammonio bromuro), 
Fig. 11.20 

du Vigneaud, V., $_ 207 

Duchenne, distrofia muscolare di, $ 1281, 
$ 1763 
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Dunathan, H., S 1070 
dUTP, difosfoidrolasi, $ 1181 
Duysens, L., S 948 


E 


E. coli, Fig. 1.3 

— composizione molecolare, Tab. 1.1 

E1A, gene, $ 1698 

E4P, vedi eritrosio-4-fosfato 

Eaton, W.,S 349 

Ebashi, S., $ 1769 

Eccitone, trasferimento, $ 944, Fig. 22.7 

Ecdisone, $ 1661 

EcoRI endonucleasi di restrizione, $ 1279, 
S 1344, $ 1551 

— struttura ai raggi X, Fig. 28.46 

ECTEOLA-cellulosa, nella cromatografia 
a scambio di ioni, Tab. 5.2 

Eddin, M., $ 425 

Edelman, C., S 1725 

Edgar. R., $ 1569 

Edman, P., $ 175, $ 186 

— degradazione di, $ 175, Fig. 6.4 

— reagente di, vedi fenilisotiocianato 

Edmondson, A., $ 1730 

@eEF-1, $ 1444 

@EF-2, $ 1444, $ 1463 

EF mano, $ 793, Fig. 18.22 

EF-G, Tab. 30.8, $ 1436 

EF-Ts, Tab. 30.8, $ 1438 

EF-Tu, S 1438, Tab. 30.8, $ 1448 

Effetto eterotropico, $ 351 

Etfettore allosterico, S 351 

Fistradiadis, A, S 1367 

EGF, vedi epidermide, fattore di crescita 

Ehler-Danlosysindromi di, $ 242, $ 1460 

Ficosanoidi, S_1031 

cIF-2 fosfatasi S_1455, Fig. 30.48 

elF-2, $ 1436, S 1455 

elF-2B, S 1455 

eIP4P, S 1436 

Einstein, S_945 

Fisenberg, D., $_970 

Elastasi, ‘Tab. 6.2, Tab. 144, S_ 565, 
S 567-589, S_ 1705 

— dei leucociti, $_ 579 

— rapporti con la chimotripsina, $_ 573 

— specificità, S_573 

— struttura ai raggi X, S 571 

Elastina, $_243 

Elementi genetici mobili, $_1527-1537 

Elementi trasponibili, vedi trasposasi 

Elettroblotting, S_ 1261 

Elettrodo a ossigeno, $ 857 

Elettrofili, $ 607 

— biologicamente importanti, Fig. 15.6 

— proprietà, $_ 607 

Elettroforesi, S_ 151-160, S 1258 

— a disco, $ 155 

— a fronte mobile, $ 152 

— a pH discontinuo, $ 155 

— capillare (CE), $ 160 

— diagonale, $ 188 

— gel, $ 156 

— su carta, $ 153 

—— ad alto voltaggio, $ 153 

— su gel di agarosio, $ 1270 
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—— in campo pulsante (PFG), $ 1259 

— su gel di poliacrilamide (PAGE). 
$ 154-157, $ 1258, $ 1284 

— zonale, $ 152 

Elettrogenico, trasporto, $ 785 

Elettrone, i 

— accettore, $ 646 

— catena di trasporto, $ 199, $ 601 

—— accoppiamento, fosforilazione e os- 
sidazione, S 859 

—— componenti, $ 860-869 

—— e inibitori, $ 857-858 

—— potenziali standard di riduzione, Fig. 
20.8, Tab. 20.1 

—— punti di ingresso, $ 857-858 

—— sequenza delle reazioni, $ 856-859 

— complementarietà, $ 1247 

— densità, mappe, $ 245 

— donatore, $ 646 

— risonanza paramagnetica, $ 949, $ 958 

— trasferimento di elettroni e flavopro- 
teina (ETF), S 991 

— trasporto, $ 852-869 

—— a due centri, $ 954-962 

—— mitocondriale, $ 852-855 

—— nei batteri fotosintetici, S 947-953 

—— termodinamica, $ 853-835 

Elettroneutrale, trasporto, $ 785 

Elettroplassi, $ 1822 


Elica 
— 3 S 225, Fig. 7.14 
— 2-2, nastro, $ 225, Fig. 7.13 


— a, S 224-225 

— a-cheratina, $ 2532-23 

— PB. $ 780 

— collageno, $ 238-239 

— curva-clica, S_ 1350-1351, Fig. 29.20, 
S 1355, Fig. 29.28, $ 1581, S 1665, S 
1683 

— di riconoscimento, $_ 135 

— doppia struttura 

— esempi di, Fig. 

— Ha ruota, Fig. 

— origine, $_291 

— n, S 226, Fig. 7.14 

— passo, S_223 

— poliglicina, $S_ 22 

— poliprolina, S_227 

— predizione, S_ 292 

— propensività, Tab. 8.1 

— sinistrorsa, S_ 1234 

— struttura 8, S 235-236 

— toroidale e intrecciata, $_1266 

Elicasi II, $ 1492, Tab. 31.3, Fig. 31.20, 
S 1492-1493 

Eliminazione, reazioni, S 610 

Elion, G., S 1185 

ELISA, vedi immunoassorbente legato a 
un enzima 

Ellissocitosi ereditaria, S 432 

Elongasi, $ 1012, Fig. 23.3 

Eluizione 

— con gradienti, $ 130 

— volume, $ 136 

Emagglutinina (HA), $ 391. $ 1587 

— carboidrati dell’, $ 1591 

— oligosaccaridi, $ 391 

— struttura ai raggi X, Fig. 32.47 

— struttura primaria, Fig. 34.46 


Nas 
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LISI 


I numeri 


— variazione antigenica. $ 1590 

Embden, G., $ 663 

Embden-Meverhoff-Parnas, via di. $ 663 
vedi anche glicolisi 

Embriogenesi, $ 1673-1676 

Eme, $ 303-305. S 1671 

— a, Fig. 20.17, $ 869 

— autossidazione, S 317 

— b, Fig. 20.17 

— biosintesi, S 1084-1091 

—— regolazione, $ 1089 

—— siti, $ 1087, Fig. 24.29 

— c, Fig. 20.17 

— degradazione, $ 1091 

— inibitore controllato da (HCD, S 1455 

— mappa di densità elettronica, Fig. 7.38 

— origine metabolica dell’atomo di N, 
$ 622 

— proteina, tensione, $ 338 

— struttura, Fig. 8.2 

— variazione nell’ossigenazione, $ 312 

Emeritrina, S 311 

Emerson, R., $ 945 

Emiacetali, Fig. 10.3, $ 366, Fig. 14.13 

Emichetali, Fig. 10.3, $ 366 


: Emina, $ 1089 


Emocianina, $ 311 
Emofilia, $ 1713 
Emoglobina (Hb), $ 105. Fig. 5 
Fig. 6.12, S 310-358, S 470, $ 1084, 
$ 1089 


— anormale, $ 341-350 

— catena, S 205, S 1656 

— catena a, $ 205, $ 1636, Fig. 33.32 
— catena 8, $ 205, $ 1636, Fig: 33.32 
— catena è, $ 205, S' 1636 

— carena e, S 205, S_ 16536 


— come cerniera, S_ 332 
— controllo della sintesi, S_ 1455 
— cooperatività, $ 330-335, S 358 
— costante di Hill, S 315, $ 337, $ 346 
— costanti di Adair, Tab. 9.2 
— cristalli, S 310 
— curva di dissociazione dell'O., S 314 
— delle cellule falciformi, vedi HbS 
— «denudata» $ 321 : 
— deossiemogiobina. $ 329 
— effetti del biossido di carbonio, 
S 318-320 
— etfetto del n-2,3. bisfosfoglicerato, 
$ 321, Fig. 9.22 
— effetto Bohr, $ 318-320, S 339 
— emivita, $ 1466 
— equazione di Adair, $ 352 
— cquazione di Hill, $ 315. $ 
— evoluzione, Fig. 6.15, $ 202 
— fetale, vedi HbF 
—— (HPFH), persistenza ereditaria, $ 1648 
— fingerprint, Fig. 6.10 
— forma met, S 312 
— funzione, $ 301-323 
— giunzioni flessibili, Fig. 9.19 
— grafico di Hill, Fig. 9.4 
— gruppi eme, $ 312 
— His distale, S 326 
— His prossimale, $ 326 
— in lampreda, $ 205 
— legame con inositolo esofosfato, $ 321 
— legame dell'ossigeno, $ 313-317 


— legame ossido nitroso, $ 312, $ 329, $ 358 

— legami con il monossido di carbonio, 
S 312, $ 362, $ 1091 

— legami con lo ione cianuro, $ 329 

— legami con solfuro di idrogeno, $ 312 

— malattie dell’, $ 1647 

— modello sequenziale, S 356-357 

— organizzazione dei geni, $ 1635-1638 

— ossiemoglobina, $ 329 

— Pso, $S 313-314, $ 322, S 346 

— patologia molecolare, $ 342-346 

— ponti salini C-terminali, $ 333-335 

— regolazione allosterica, $ 351-358 

— sequenza amminoacidica, $ 326, Tab. 9.1 

— stato R, $ 329 

— storia, $ 310 

— struttura ai raggi X, S 324-340 

— struttura e meccanismo, $ 324-340 

— struttura quaternaria, S 328 

— subunità nello stato r, S 329-338 

— tensione del legame, Fe-O., S 338 

— transizione dallo stato T allo stato R, 
$ 329-338 

— trasporto dell’anidride carbonica, 
S 318-320 

— trasporto dell'ossigeno, $ 313-323 

— umana, geni dell’, $ 1633 

Emoglobinopatie, $ 341-346 

Emostasi, $ 1703 

En, vedi engrailed, gene 

Enantiomeri, $ 99 

B-END, vedi B-endorfina 

Endo, conformazione, $ 1243 

Endocitosi, $ 12, $ 454-457, $ 783, Fig. 
23.47, $ 1468 

—' mediata dal recettore, $ 454-457 

Endocrino, e 

— ghiandole. $ 1788 

— sistema, S 1788-1805 

Endoergonici, processi, $ 78 

Endolisina, $ 1566 

Endonucleasi, $ 1267 

Endopeptidasi, $ 8, $ 179, Tab. 6.2 

— 8, Tab. 6.2 

B-endorfina (B-END), Fig. 33.52, $ 1805 

Endosomi, Fig. 11.51 

Endotermici, processi, $ 70 

Endotossine, S_ 1755 

Energia, $ 69-71 

— conservazione, S_ 69-71 

— libera, $ 79-81 

—— concentrazione, dipendenza, $ 90 

—— di attivazione! $ 488 

—— di formazione, Tab. 3.4, $ 86 

—— di Gibbs, $ 78 

—— idrolisi del fosfato, Tab. 15.3 

—— lavoro e, $ 81 

—— parziale molare, $ 83 

—— variazioni, S 86-88 

— nei composti ad alta energia, $ 628-644 

Enfisema, $ 579 

Engleman, D.. $ 1435 

Englemann, T., $ 939 

Engrailed, gene (en), $ 1679, Fig. 33.62 

Enhancer (attivatori), S 1336, $ 1508, 
$ 1657 

Enoil-CoA 

— idratasi, $ 990, Fig. 23.30 

—— dei perossisomi, $ 1003 


preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 


1432 Indice analitico 


e Sr iI.u titti à‘‘‘ÀÈ III. eee 


—— isomerasi, $ 996, $ 997 

— reduttasi, Fig. 23.30 

3,2-enoil-CoA isomerasi, $ 997 

Enol fosfati, S 631 

Enol piruvato, $ 690 

3-enoilpiruvil shikimato-5-fosfato, Fig. 
24.47 

— 3-sintasi, Fig. 24.47 

Enolasi, $ 610, Tab. 16.1, $ 685-688 

— inibizione dello ione fluorofosfato, 
$ 685 

— meccanismi, $ 687 

— struttura, $ 686 

Enol-1-0-carbossifenilammino-1-deossiri- 
bulosio fosfato, Fig. 24.48, Fig. 29.26 

Entalpia, $ 71 

Enterochinasi, $ 585 

Enteropeptidasi, $ 585 

Entner-Doudoroff, via di, $ 722 

Entropia, $ 75 

— misura, $ 76 

Env, gene, $ 1690 

Enzima, i, S 5, S 463-477, Tab. 12.1, Tab. 
12.2, Tab. 12.3, $ 655-657, $ 796 

— a due substrati, $ 514 

— attivati dai metalli, $ 540 

— che rimuove il gruppo uridililico, 
$ 1098 

— che trasferisce gli olisaccaridi legati alla 
membrana, $ 920 

— classificazione, $ 477 

— costanti di ionizzazione, $ 513 

— costitutivo, $ 1311 

— del ciclo dell'acido citrico, $ 819-833 

— deramificante, $ 379, $_ 757 

—— deficienza, $ 757 

— di fotoriattivazione, S_ 1514 

— e pH, $ 512 

— e substrati, $ 463 

— flusso, $ 657 

— inducibili (adattativi), $ 1311, $ 1312 

— lac, espressione combinata, $ 1316 

— malico, Fig. 22.30, $ 1001, $ 1011 

— meccanismi dell'azione, S_-463-477 

— metabolizzatori del lattosio, S 1312 

— metallo, $ 540 

— multifunzionali 

—— acetil-carbossilasi, S_1008 

—_ acidi grassi sintasi, S_1010 

— nomenclatura, S_4TT 

— proprietà, $ 463 

— ramificante, S 758 

—— deficienza, $ 758 

— specificità di substrato, $ 466-469 

— specificità geometrica, $ 469 

— stereospecificità, $ 467-468 

Enzimatica, che 

— attività, regolazione, $ 472-476 

— catalisi, $ 531-596 

— cinetica, $ 480, $ 494-505 

—— chimica, $ 481-493 

—— usi, $ 480 

— induzione, S 1311-1314 

— interconversione, $ 704 

— reazioni, S$ 480-524 

—— accoppiate, $ 107 

—— effetto del pH, $ 511-513 

—— inibizione, $ 506-510 

—— perfezione catalitica, $ 501 


Enzimologia, $ 467 

Eparan-solfato, $ 383 

Eparina, $ 383, Fig. 10.20, $S 1716 

— e coagulazione del sangue, $ 383 

Epatite A, S 1560 

Epidermide 

— fattore di crescita (EGF), $ 1642, $ 1691, 
S 1812 

— precursore del fattore di crescita, (EGF), 
S$ 1642 

— recettore del fattore di crescita, (EGF 
recettore), $ 1691, $ 1812 

Epimeri, $ 365 

Epinefrina, vedi adrenalina 

Episomi, $ 1213 

Epitopi, $ 1731 

Epstein-Barr, virus, S 1276 

Eptosio, $ 365 

Equazioni di velocità 

— di primo ordine, $ 483 

— di secondo ordine, $ 483 

— enzimatica, $ 495-498 

Equilibrio, i S$ 75 

— chimici, $ 80-84 

— costante di, $ 57, $ 81 

— stato di, $ 495 

— variazione con AG, Tab. 3.3 

ER, vedi reticolo endoplasmatico 

Erabutossina, $ 1824 

Erbicidi, $S 956, $ 959, $ 1101 

Ereciriska, M., $ 889 

Ereditarietà mendeliana, $ 1205-1207 

— teoria cromosomica, $ 1207-1211 

eRF, $ 1445 

Ergocalciferolo (vitamina Dy), $ 1794 

Ergosterolo, $ 408, S 1794 

Eritrocita, i 

— anemia a cellule falciformi, S_ 194-196 

— canale anionico, $ 429 

— del cammello, $ 432 

— distribuzione dei lipidi, Fig. 11.32 

— «fantasma», $ 428 

— fluidità, $ 430 

— forma, Fig. 6.11 

— freeze etch, Fig. 11.30 

-— membrana, $ 428-132 

— nel glutatione, $ 934 

— normale, Fig. 6.11 

— proteine, $ 429 

— scheletro, $ 430, Fig. 11.33 

— trasportatore del glucosio, $ 772, $ 782 

Fritromicina, Tab. 30.9, Fig. 30.46 

Eritropoiesi, siti di, Fig. 33.32 

Eritrosio, Fig. 10.1 

Eritrosio-4-fosfato (E4P), $ 931, Fig. 21.22, 
$ 969, Fig. 22.23, Fig. 24.27 

Eritrulosio, Fig. 10.2 

Esametilendiammina, $ 141 

Esc, vedi gene ertra set combs 

Escissionasi, $ 1576 

Escissione, riparazione per, $ 1516-1519 

Esclusione 

— allelica, $ 1739 

— limite di, S 136 

Eso, conformazione, $ 1244 

Esoamminidasi A, $ 1049, Tab. 23.2 

Esoamminidasi B, $ 1049, Tab. 23.2 

Esochinasi, $ 608, S 655, $ 667-668, $ 908, 
S 1115, $ 1130 


© 88-08-10538-5 


— cinetica, $ 668 

— e trasporto dell'ossigeno, $ 684, Fig. 
16.17 

— effettori, Tab. 16.3 

— forme aperte, Fig. 16.5 

— forme chiuse, Fig. 16.5 

— inversione delle reazioni nella gluco- 
neogenesi, $ 908 

— meccanismi, $ 668 

— specificità, $ 668 

— struttura ai raggi X, Fig. 16.5 

— substrati, $ 667 

Esocitosi, $ 12, $ 783 

Esocrine, ghiandole, $ 1790 

Esoergonici, processi, S 78 

Esoni, S 1366-1367, $ 1375, $ 1637, $ 1641, 
Fig. 33.36 

Esonucleasi, $ 1275 

Esopeptidasi, $ 176, Tab. 6.1 

Esosi diversi dal glucosio, metabolismo, 
$ 715-720 

Esosio, $ 365 

— monofosfato (HMP) shunt, vedi pento- 
sio fosfato, via del 

Esotermici, processi, S 71 

Estere, idrolisi 

— da parte della chimotripsina, $ 567 

— fase esplosiva, $ 567 

Estinzione molecolare, coefficiente, $ 943 

Estradiolo, Fig. 23.51, $ 1661, $ 1798 

Estrogeni, $ 460, $ 1030, S 1661, $ 1797 

— a livelli di HDL, $ 460 

— recettori, $ 1662 

Etanolammina, Tab. 11.2, $ 1041, Fig. 
23.64 

— chinasi, Fig. 23.64 

— plasmalogeno, $ 1642 

Etanolo, $ 467, $ 1114 

— dalla fermentazione alcolica, $S 696 

Eterocarionte, $ 425 

Eterocisti, $ 1108 

Eterocromatina, S 1606, Fig. 33.2, $ 1650 

— costitutiva, $_ 1650 

— facoltativa, $ 1650 

Eterolitico, taglio del legame, $ 607, Fig. 
5.4, $ 1000 

Eteropolisaccaridi, $ 372 

Etevotrofi, $ 8 

ETF: ubichinone ossidoreduttasi, $ 991, 
Fig. 23.8 

1-etil-3(3-dimetilamminapropilìcarbodiim- 
mide (EDAC), $ 141 

Oo-etilguanina, $ 1515 

N- etilmaleoimmide, Tab. 6.3 

Etilnitrosurea, $ 1384 

Etiltiofluoroacetato, Tab. 6.3 

Eubatteri, $ 10 

Eucariote, i, S 2, $ 11-21, $ 784 

— architettura cellulare, S 12-20 

— cigli e flagelli. $ 1780 

— differenziamento cellulare, $ 1673 

— DNA polimerasi, $ 1507-1511 

— espressione dei geni, $ 1605-1699 

— genoma, $ 1617 

— linee di discendenza, Fig. 1.13 

— organelli, $ 16-20 

— struttura dei cromosomi, $ 1606-1613 

Eucromatina, Fig. 33.2, $ 1606, $ 1650 

Evans, M., $ 263 
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Evoluzione, Fig. 1.17 

— attraverso la selezione naturale, 
$ 193-196 

— biologica, $ 33-36 

— chimica, $ 32, $ 193-206 

— convergente, $ 306, $ 573 

— darwiniana, $ 196 

— degli organismi, $ 204 

— divergente, $ 306 

— per duplicazione genica, $ 205, $ 306 

— per spinte neutrali, $ 197-204 

— strutturale, $ 302-307 

— velocità, $ 96 

Extra sex combs, gene (esc), $ 1682 

Eyring, H., $ 487 


F 


FoF;-ATPasi, vedi protone che trasloca 
ATP, sintasi 

FG6P, vedi fruttosio-6-fosfato 

Fab, frammenti, $ 1726, Fig. 34.20 

— complessi con il lisozima, $ 1731, Fig. 
34.24 

— complesso con fosforilcolina, Fig. 34.23, 
Tab. 23.2, Fig. 23.75 

Fabry, malattia di, Fig. 23.75, Tab. 23.2 

FAD (flavin adenina dinucleotide), $ 591, 
S 1059, $ 1076, $ 1119, Fig. 26.28 

— e produzione di ATP, $ 832 

— in diidrolipoil deidrogenasi, Fig. 19.3 

— nel ciclo dell'acido citrico, Fig. 19.1, 
$ 812 

— nel glicerofosfato, shuttle, $ 851 

— nella succinato deidrogenasi, $ 828 

— B-ossidazione, $ 990 

— pirofosforilasi, $ 1196 

FADH (flavin adenina dinucleotide, for- 
ma radicale), Fig. 14.27 

FADH, (flavin adenina dinucleotide) 

— e formazione di ATP, $ 852 

— forma ridotta, Fig. 14.27, $ 1118 

Fago, vedi batteriofago 

Fagociti, $ 1722 

Fagocitosi, $ 460, $ 1722 

FAICAR, vedi 5-formamminoimidazolo-4- 
carbossamide ribonucleotide 

Falloidina, $ 1775 

Famiglia umana, albero, $ 1638, Fig. 33.35 

Faraday, costante di, Tab. 3.1, $ 647 

Farber 

— lipogranulomatosi di, Fig. 23.75 

— malattia di, Tab. 23.2, Fig. 23.7 

Farina fossile, $ 144 

Farmaco-resistenza e amplificazione ge- 
nica, $ 1634 

Farnesil pirofosfato, $ 1021, Fig. 23.42 

— sintasi, $ 1021 

Fase, variazione di, $ 1536 

Fasman, G., $ 293 

Fattore, i 

— accessori, $ 1703 

— B, $ 1755 

— D, $ 1755 

— è, $ 1318, $ 1322, $ 1341 

— 1-eritroide-specifico, $ 1660 

— F, $ 1213 


— F, $ 1213 

— H, $ 1755 

— I, $ 1755 

— I, vedi fibrinogeno 

— II, vedi protrombina 

— II, vedi tromboplastina 

— IV, vedi Ca?+ 

— V, vedi proaccelerina 

— VII, vedi proconvertina 

— VIII, vedi antiemofilico, fattore 

— IX, vedi Christmas, fattore 

— X, vedi Stuart, fattore 

— XI, vedi antecedente della trombopla- 
stina plasmatica 

— XII, vedi Hageman, fattore 

— XIII, vedi fibrina, fattore stabilizzante 

— che inibiscono il rilascio (ormoni), 
$ 1800 È 

— d’inizio proteici, $ 1435 

—— eucariotici, $ 1436 

— di rilascio (ormoni), $ 1800 

— di rilascio (proteici), $ 1445 

— intrinseco, $ 1002 

— o, $ 1330, S 1331 

— specificità, $S 1365 

— statistici, S 352 

FBPasi, vedi fruttosio 1,6 bisfosfatasi e 
fruttosio-1,6-bisfosfato 

FBPasi2, vedi fruttosio bisfosfatasi-2 

Fc, frammento, $ 1726, Fig. 34.20 

Fegato 

— alcol deidrogenasi (LADH), Tab. 16.1, 
$ 698 

— deficienza di fosforilasi, $ 760 

— deficienza di fosforilasi chinasi, $ 762 

— deficienza di glicogeno sintasi, $ 763 

— e livelli di glucosio nel sangue, $ 756 

— metabolismo, S$ 1130-1135 

—— del glicogeno, $ 750 

Felsenfeld, G., $ 1656 

Femminilizzazione testicolare, $ 1798 

Fenil etanolammina-N-transferasi, Fig. 
24.33 

Fenilalanina, Tab. 4.1, $ 89, $ 1079, $ 1104 

— biosintesi, $ 1111, $ 1104, Fig. 24.48 

— idrossilasi, $ 1080, Fig. 24.21 

— scissione, Fig. 15.13, $ 1079-1082 

Fenilbutazone, Fig. 23.60 

Fenilchetonuria, $ 616, $ 992, S 1082 

Fenilgliossale, Tab. 6.3 

Fenilisotiocianato (PITC), $ 175, Fig. 6.4 

Fenilpiruvato, $ 616, Fig. 15.13, $ 1082, 
Fig. 24.48 

B-fenilpropionato, $ 570 

Feniltioidantoina (PTH), $ 175 

Fenolftlaleina, $ 67 

Fenolo, $ 535 

Fenotipo, $ 1205 

Fentolammina, $ 1796 

Feofitina a (Pheo a), $ 959 

Fermentazione, $ 8, $ 692-700 

— alcolica, $ 695-698, S 699, S 892 

— energetica della, $ 699- 700 

— enzimi, Tab. 16.1 

— omolattica, $ 693 

—— energia, $ 699 

Feromoni, $ 1788 

Ferredossina, Fig. 20.14, S 862, $ 961, 
S 1109 
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— NADF*reduttasi, $ 961 

— tioredossina reduttasi, $ 972 

Ferritina, $ 395 

Ferro-protoporfirina IX, vedi eme 

Ferrochelatasi, $ 1087 

Fersht, A., $ 1406 

Fessura sinaptica, $ 1821 

Feulgen, reagente, Fig. 33.2 

FGAM, vedi formilglicinamidina ribonu- 
cleotide 

FGAM sintetasi, Fig. 23.6 

FGAR, vedi formilglicinamide ribonucleo- 
tide 

FH, vedi ipercolesteremia famigliare 

Fibre muscolari 

— lente, $ 700 

— veloci, $ 700 

Fibrina, S 202, $ 1704 

— degradazione, $ 1717 

— fattore stabilizzante (FSF), S 1705, Tab. 
34.1 

— fibre, Fig. 34.2, Fig. 34.6 

— formazione, $ 1704-1705 

Fibrinogeno, $ 164, $ 202, $ 1704-1705, 
Tab. 34.1, Fig. 34.1 

— attivazione, $ 1704-1705 

— micrografia elettronica, Fig. 34.3 

— struttura, $ 1704, Fig. 34.4 

Fibrinolisi, $ 1717 

Fibrinopeptidi, $ 202, $ 1704, Fig. 34.7 

— evoluzione, Fig. 6.15, $ 202 

Fibroblasti, Fig. 1.7 

— fattore basico di crescita (bFGF), $ 385 

— interferone, $ 1456 

Fibroina, $ 235-236 

Fibrosi cistica, S 1281 

Fick, prima legge della diffusione, $ 771 

Ficobiliproteine, $ 946 

Ficobilisomi, S 946 

Ficocianobilina, S 946, Fig. 22.5 

Ficocianoeritrina, $ 946, Fig 

Fiers, W., $ 1275 

Filamento, i 

— del DNA 

—— cantisense», $ 1319 

—— leader, $ 1481, Fig. 31.5, Fig. 31.20, 
Fig. 31.27 

—— meno, $ 1319 

—— più, $ 1319 

—— ritardato, $ 1481, Fig. 31.5, Fig. 31.20, 
Fig. 31.27 

—— «sense», $ 1319 

— intermedi, $ 18, $ 1777 

— sottili, Fig. 34.43, Fig. 34.53 

—— modello, Fig. 34.50 

—— ricostruzione dell'immagine, Fig. 
34.48 

— spessi, Fig. 34.43, Fig. 34.46, Fig. 34.53 

— stampo, $ 1286 

— virale (+), $ 1495 

Fillochinone (vitamina Ki), S 961, Fig. 
34.10 

Filogenesi, $ 9, $ 21 

Finch, J., $ 1611 

Fingerprinting, S 153, $ 189, S$ 570 

Fink, G., S 1537 

Fischer, E., $ 107, $ 365, $ 465 

— convenzione di, $ 107-109 

— proiezioni di, $ 107, $ 365 
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Fisiologia molecolare, $ 1702-1827 

Fitanato 

— a-idrolasi, Fig. 23.19 

— e-ossidasi, Fig. 23.19 

Fitolo, $ 942, Fig. 23.19 

Flagellare 

— filamento, $ 1784 

— uncino, $ 1784 

Flagelli, $ 5, $ 18, $ 1780 

— batterici, $ 1784-1786 

— eucariotici, $ 1780 

— movimenti rotatori, $ 1785 

— procariotici, S 1757 

— struttura, nei batteri, $ 1784. $ 1786 

Flagellina, $ 1137, $ 18, $ 1447, $ 1536 

— Hi, $ 1536, Fig. 31.52 

— H2, $ 1536, Fig. 31.52 

Flavin adenina dinucleotide 

— forma ossidata, vedi FAD 

— forma radicale, vedi FADH 

— forma ridotta, vedi FADH2 

Flavin mononucleotide, vedi FMN 

Flavina, e, $ 591, Fig. 24.20 

— coenzimi, Tab. 12.1, Tab. 12.2, $ 1196 

—— biosintesi, Fig. 26.28 

Flavochinasi, S$ 1196 

Flavodossina, Fig. 5.5 

Flavoproteina, $ 591 

— deidrogenasi, $ 851, Fig. 20.6 

Fleming, A., $ 389 

Fletterick, R., $_ 727 

Flip-flop, $ 415 

Flipasi, $ 439 

Florazina, $ 800 

Floroforo, $ 415 

Fluorescammina, S_157 

Fluorescenza, S 944 

Fluoroacetato, tossicità, S_822 

FluoroacetiLCoA, S 822 

Fluorocitrato, inibizione dell’aconitasi, 
Ss 822 

Fluoroclorobromometano, Fig. 4.9 

5-fluorodeossiuridilato (PAUMP), S_1183 

5-Muorodeossiuridina, S_1183 

t-Huoro-2+dinitrobenzene(FDNB), Tab. 6.3 

5-fluorouracile, $ 1183 

Fluoruro, ione, S_6653 

Flusso, i 

— coniugati, $_653 

— controllo, $ 701-714 

-—- del ciclo del substrato, $_713 

— enzimi che generano, $_ 657 

— generazione, $ 702-704 

— non coniugati, $ 653 

— tappa che controlla la velocità, $ 704 

— variazione delle velocità delle reazio- 
ni enzimatiche, S 703 

Fluttuazioni atomiche, $ 298 

FMDV, vedi virus della malattia della boc- 
ca e del piede 

fMet, vedi N-formilmetionina 

FMN (flavin mononucleotide), $ 861, 
$ 1167, Fig. 26.28 

— meccanismo dei cicli redox, $ 878 

— nel complesso I, $ 861 

— stati di ossidazione, $ 863, Fig. 20.15 

Foglietto, i 


—— antiparalleli, $ 228, Fig. 7.17 


—— paralleli. $ 228, Fig. 7.16 

—— origine, $ 291 

—— predizione, $ 292 

—— propensività, Tab. 8.1 

—— topologia, Fig. 7.21 

— ripiegato 8, $ 228 

—— antiparallelo, $ 228 

—— parallelo, $ 228 

Folato. Fig. 24.20, Fig. 24.37 

rollicoli, ormone stimolante (GRF), $ 1803 

Footprinting, procedura, $ 1321 

— dimetil solfato, Fig. 33.65, $ 1657 

— DNasi I, Fig. 33.55, S 1657 

Forbolo, esteri del, $ 1814 

Forma replicativa, del DNA (RF), $ 1319, 
S 1496-1498 

Formammidasi, Fig. 24.17 

5-formamminoimidazolo-4-carbossiamide 
ribonucleotide (FAICAR), $ 1155 

Formatori di canale, ionofori, $ 778 

Formiato, S 1094 

— deidrogenasi, $ 1416 

Formil 

— N-formilchinurenina, Fig. 24.17 

— N-formilmetionina (fMet), $ 433 

— -THF isomerasi, Fig. 24.38 

— rimozione, $ 1433 

— 455 RNA, S 1374, Fig. 29.39, $ 1626 

— NS-THF, S 1094, Fig. 24.38, Tab. 24.1, 
$ 1433 

— N10.THF sintetasi, Fig. 24.38 

— (RNA, Fig. 24.39 

Formilglicinamide 
(FGAR), $ 1149 

Formilglicinamidina ribonucleotide 
(FGAM), $ 1149 

N-formilmetionina, $ 115 

N° formimmino ciclodeamminasi, Vig. 
24.39 

N-formimminoglutammato, S 1072, Fig. 
24.13, $ 1094 

N°-formimminoglutammato, $ 1072, Tab. 
24.1, Fig. 24.39 

Torza, e 

— clettromotrice (emf), $_ 647 

— elettrostatiche, S 258-261 

— idrofobiche, $ 53, $ 263-265 

—— cfferto delle, $ 263 

—— legame idrofobico, $ 265 

—— negli acidi nucleici, $ 1251 

—— nei complessi enzima-substrato, $ 466 

—— nelle proteine, $ 263-265 

— ionica, $ 121 

— motrice, $ 653 

— motrice protonica (pmf), $ 875 

— termodinamica, $ 653 

Fosfageni, $ 644 

Fosfatasi alcalina, S 1283 

Fosfatidilcolina, Tab. 11.2, Fig. 23.64, ve- 
di anche lecitina 

Fosfatidildietanolammina, serina transfe- 
rasi, $ 1041 

Fosfatidiletanolammina (PE), Tab. 11.2, 
$ 439, Fig. 23.64 

Fusfatidilglicerolo, Tab. 11.2, $ 1041 

Fosfatidilglicerolo fosfato, $ 1041, Fig. 
23.66 

Fosfatidilinositolo, Tab. 11.2, $ 1041, Fig. 
23.66 


ribonucleotide, 
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Fosfatidilinositolo-4,5-difosfato (PIP.), 
S 1813 

Fosfatidilserina, Tab. 11.2, $ 1041 

Fosfato 

— idrolisi, energia libera del, Tab. 15.3 

— trasporto nei mitocondri, $ 849 

— termodinamica, $ 626-645 

N-5-fosfato, Fig. 24.23 

3°-fosfoadenosina-3’ fosfosolfato (PAPS), 
$ 1047, Fig. 23.73 

Fosfoanidridi, rottura, $ 638 

Fosfoarginina, $ 632, Fig. 15.22 

Fosfocellulosa, vedi cellulosa P 

Fosfocolina, $ 1041, Fig. 23.64 

Fosfocreatina, $ 632, Fig. 15.22, S 644, 
S 1125 

— come tampone per l’ATP, $ 644 

Fosfodiesterasi, $ 745 

— del veleno di serpente, $ 1275 

— della milza, $ 1275 

(2°-5’)-fosfodiesterasi, $ 1456 

Fosfodiestere 

— gruppo, $ 1224 

— metodo, $ 1293 

Fosfodiesterici, gruppi, $ 1224 

Fosfoenolpiruvato (PEP), $ 626-627, $ 685, 
$ 687, Fig. 16.18, S 796, S 902, S 977, 
Fig. 22.30, Fig. 24.47, $ 1121 

— carbossichinasi (PEPCK), $ 902, $ 906 

— carbossilasi, Fig. 22.30 

— localizzazione cellulare, $ 907 

— meccanismi, $ 904, Fig. 21.5 

— nel sistema fosfotransferasico-dipen- 
dente (PTS), $ 796 

— sintesi dall’ossalacetato, $ 902 

— trasporto nei mitocondri, Fig. 21.6 

Fosfoetanolammina, $ 1041, Fig. 23.64 

Fosfofruttochinasi (PFK), S 429, S 635, Tab. 
16.1, $ 670, $ 707, S 708, $ 908, $ 890, 
S 1114, $ 1136 

— attivazione dal fruttosio-2,6-bisfosfato, 
$ 707, $ 752 

— controllo allosterico, $ 670 

— effettori, Tab. 16.3 

— inversione delle reazioni nella gluco- 
neogenesi, $ 908 

— meccanismo, $ 670 

— meccanismo allosterico, $ 709 

— nel controllo della glicolisi, $ 707 

— struttura, Fig. 16.27 

Fosfofrutto chinasi (PFK-2), S 752, $ 911 

2-fosfoglicerato (2PG), $ 663, S 682, Fig. 
16.6 

3-fosfoglicerato (3PG), $ 663, $ 682, Fig. 


16.6, S 969, Fig. 22.26, $ 973, $ 1100, 
Fig. 24.44 
— deidrogenasi, Fig. 24.44 
Fosfoglicerato 


— chinasi (PGK), Tab. 16.1, $ 681, Fig. 
16.12, Fig. 22.23 

—— meccanismi, $ 681 

— mutasi (PGM), Tab. 16.1, $ 682-684 

—— meccanismi, $ 683 

—— richiesta di 2,3 bisfosfoglicerato, 
S 683 

Fosfogliceridi, vedi glicerofostolipidi 

3-fosfoglicerolo, Fig. 20.6 

— deidrogenasi, $ 851, Fig. 20.6 

Fosfoglicoidrossammato, $ 675 
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2-fosfoglicolato, Fig. 22.28, $ 973 

Fosfoglicolato fosfatasi, Fig. 22.29 

Fosfogluco 

— chinasi, $ 731 

— mutasi, $ 724 

—— meccanismi, Fig. 17.4 

Fosfogluconato deidrogenasi, $ 927 

6-fosfogluconato, $ 927, Fig. 21.22 

Fosfogluconato, via del, vedi pentosio fo- 
sfato, via del 

6-fosfoglucono lattonasi, $ 927 

6-fosfoglucono-3-lattone, Fig. 21.22, Fig. 
21.23, S 927 

Fosfoglucosio isomerasi, $ 611, Tab. 16.1, 
$ 669 

— dipendenza dal pH, $ 669 

— meccanismo, $ 669, Fig. 16.6 

— stereospecificità, $ 669 

Fosfoguanidina, $ 632 

— legami ad alta energia, $ 632 

3-fosfoidrossipiruvato, S 1100, Fig. 24.44 

Fosfoinositide, cascata, $ 1813 

Fosfoistidina, $ 683, $ 769 

Fosfolipasi, $ 427, Fig. 23.1, $ 1033, $ 1813, 
Fig. 34.90 

— A, $ 1033 

— A; Fig. 23.1 

— Ap, S 588, $ 983, Fig. 23.1, S 984, $ 1033 

—— struttura ai raggi X, Fig. 23.2 

— C, $ 1033 

— D, Fig. 23.1 

Fosfolipidi, $ 405, $ 1039-1043, Fig. 23.32 

— e coagulazione del sangue, Fig. 34.1, 
$ 1708 

— proteine che scambiano i, $ 441 

— scambio di proteine, $ 440 

Fosfomannosio isomerasi, $ 720 

Fosfomevalonato chinasi, $ 1019 

N-(fosfonacetil)-1-aspartato. (PALA), 
$ 474-475 #° 

Fosfoomoserina, Fig. 24.45 

4-fosfopanteteina, $ 1197, Fig. 26.29 

— nel CoA, $ 1007, Fig. 23.24 

— nel trasporto delle proteine (ACP), Fig. 
23.24 

Fosfopantotenilcisteina 

— decarbossilasi, $ 1197 

— sintetasi, $ 1197 

Fosfopentosio epimerasi, $ 969 

Fosfoproteina fosfatasi-1, $ 743, $ 746, 
$ 1027 

— inibitore, $ 746, $ 1027 

Fosforamidite, metodo della, $ 1294 

Fosforibomutasi, $ 1187 

8-5-fosforibosilammina, $ 1147, $ 1159 

5-fosforibosil-a-pirofosfato (PRPP), $ 1106, 
Fig. 24.50, $ 1146, $ 1160, Fig. 26.10, 
S 1192, Fig. 26.27 

N-(5’-fosforibosil) antranilato, Fig. 24.48, 
Fig. 29.26 

— isomerasi, Fig. 24.48, Fig. 29.26 

N'-5°-fosforibosil ATP, Fig. 24.50 

— AMP, Fig. 24.50 

—— cicloidrolasi, Fig. 24.50 

Fosforibulo chinasi, $ 969 

Fosforilasi, vedi glicogeno fosforilasi 

— chinasi, $ 743, S 744, $ 1691 

Fosforilazione 

— a livello del substrato, $ 640 


Aia 


— della fosfofrutto chinasi, S 752 

— della glicogeno fosforilasi, $ 743-746 

— della glicogeno sintasi, $ 747 

— della piruvato deidrogenasi, S 817 

— HGM reduttasi, $ 1027 

— ossidativa, S 601, $ 640, S 661, S$ 844, 
$ 855, $ 870-886, S$ 1119 

—— controllo, $ 889 

—— disaccoppiamento, $ 885-886 

Fosforilcolina, Fig. 34.23 

Fosforolisi, $ 724 

Fotoautotrofi, $ 6 

Fotofosforilazione, $ 641, $ 963-965 

Fotoliasi, $ 1514 

Fotoni, $ 943 

Fotoossidazione, $ 944 

Fotorespirazione, $ 973-978 

Fotosbiancamento, recupero della fluore- 
scenza, $ 415, Fig. 11.16 

Fotosintesi, $ 6, $ 20, $ 36, $ 599, $ 938-978 

— assorbimento della luce, $ 942-946 

— ciclo del C,, $ 977-978 

— evoluzione di O., $ 938, S 954-965 

— produzione di ATP, $ 963-965 

— produzione di NADPH, $ 955, $ 961 

— reazioni alla luce, $ 941-965 

— reazioni al buio, $ 966-978 

— ruolo della clorofilla, $ 942 

— scoperta, $ 938 

Fotosintetici, e 

— batteri, S 7, S 946, $ 947-955 

— centri delle reazioni, $ 945 

—— cromofori, $ 948 

—— riduzione di potenziale standard, Fig. 
22.11 

—— sequenza di eccitazione, Fig. 22.10 

—— struttura ai raggi X, $ 948, Fig. 22.9 

— pigmenti, spettri di assorbimento, 
$ 943, Fig. 22.5 

Fotosistema I (PSI), $ 955, $ 960, $ 962 


Fototrofi, $ 599 

Frammenti di restrizione 

— estremità coesive, $ 1278 

— estremità tronche non coesive, $ 1278 

—— collegamento, $ 1493 

Frammenti peptidici, ordinamento, $ 187 

Frank, H., $ 263 

Franklin, B., $ 409 

Franklin, R., $ 1228 

Frecce curve, convenzione, $ 607 

Freeman, H., $ 960 

Freez-etch, microscopia elettronica, $ 426, 
Fig. 11.30 

Freeze-fracture, microscopia elettronica, 
S 426, Fig. 11.29 

Frizionale 

— coefficiente, $ 151 

— rapporto, $ 164 

Fruttochinasi, $ 716 

B-fruttofuranosidasi, $ 495, vedi anche a- 
p-glucosidasi 

Fruttofuranosio, $ 366 

Fruttosio, $ 366, $ 716-717 

— bisfosfatasi 2 (FBPasi-2), $ 752, $ 908 

— -1,6-bisfosfatasi (FBPasi), S 635, Fig. 
15.24, $ 660, $ 710, $ 908, Fig. 22.23, 
$ 969 


—— inibizione da fruttosio-2,6-bifosfato, 
$ 752 

—— nella gluconeogenesi, $ 908 

— 1,6-bisfosfato (FBP), Fig. 15.24, $ 660, 
$ 670, $ 671, Fig. 16.9 

— 2,6-bisfosfato (F2,6P), S 707, $ 752, Tab. 
21.1, S 1124 

—— metabolismo, $ 752 

— 1,6 difosfato (FDP), vedi fruttosio 
1,6-bisfosfato 

— forma furanosica, $ 366 

— forma lineare, $ 366 

— -6-fosfato(F6P), S 669 

— 1-fosfato aldolasi, $ 716 

— intolleranza al, $ 717 

— metabolismo, $ 716-717 

— struttura e meccanismo allosterico, 
S711 

FSF, vedi fibrina, fattore stabilizzante 

o-ftalaldeide (OPA), $ 180 

Ftalocianina, $ 325 

Ftz, vedi gene fushi tarazu 

L-fucosio, $ 371 

Fuller, B., $ 1555 

Fumarasi, $ 479, $ 610, S 808, $ 829 

— costanti cinetiche, Tab. 13.1 

— meccanismi, S 830 

— perfezione catalitica, $ 301 

Fumarato, $ 479, $ 507, Fig. 19.1, S 808, 
$ 1060-1066, $ 1079, $ 1121, S 1154 

— degradazione degli amminoacidi, 
$ 1079 

— idratasi, vedi fumarasi 

Fumarilacetoacetasi, Fig. 24.19 

Fumarilcetoacetato, Fig. 24.19 

Fumo e livelli di HDL, $ 460 

Funghi, $ 21 

Funzioni di stato, $ 71 

Furano, $ 366 

Furanosi, $ 366 

Furilfuramide, $ 1526 

Fushi tarazu, mutazione (ft2), $ 1679, Fig. 
33.64 

Fuso mitotico, $ 18, $ 1203 


G 


G, proteina, $ 1691, $ 1809 

— inibitoria, Fig. 34.86, S 1809 

— stimolatoria, Fig. 34.86, $ 1809 

— subunità, $ 1809 

Go, fase, $ 1506 

Gn. proteina, $ 1809 

Gi, fase, $ 1506 

Ga, fase, $ 1506 

GABA (y-acido amminobutirrico), $ 116, 
$ 1066, $ 1087, S 1092, Fig. 24.31, 
$ 1826 

— sintesi, $ 1092 

— recettori, S 1826 

Gag, gene, $ 1690 

Galattani, S 372 

Galattitolo, $ 719 

1-8-galattoceramide, veli galattocerebroside 

Galattocerebrosidasi, Fig. 23.75 

Galattocerebroside, i, $ 406, $ 1046, Fig. 
23.73, Fig. 23.75, Tab. 23.2 
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— 3-solfato, vedi solfatidi 
Galattochinasi, $ 718 
Galattosammina, $ 371 
Galattosemia, $ 719 
a-galattosidasi A, Fig. 23.75 
B-galattosidasi, $ 373, $ 375, Fig. 23.75, 
$ 1312, $ 1454, $ 1582 
— struttura primaria, $ 173 
Galattoside permeasi, $ 801, $ 1312, vedi 
anche lattosio permeasi 
Galattosil transferasi, $ 915 
Galattosio, $ 365, Fig. 10.1, $ 718, $ 1312 
— 1-fosfato, Fig. 16.30 
— 1-fosfatouridil transferasi, $ 718 
— metabolismo, $ 718-719 
— ossidasi, $ 782 
— permeasi, $ 1454 
Gall, J., $ 1616 
GalNAc transferasi, $ 923 
Gameti, $ 1204 
Gangliosidasi Gy #, Fig. 23.75 
Gangliosidi, $ 406, $ 1044, Fig. 23.74, Fig. 
23.75, Tab. 23.2, $ 1048 
— Gyy, Fig. 11.7, Fig. 23.70, $ 1048, Fig. 
23.75 
— Gua, Fig. 11.7, Fig. 23.70, $ 1049, Fig. 
23.75 
— Gu Fig. 11.7, Fig. 23.70, Fig. 23.75 
— neuramminidasi, Fig. 23.75 
AP, vedi gliceraldeide-3-fosfato 
GAPDH, vedi gliceraldeide-3-fosfato dei- 
drogenasi 
GAR sintetasi, Fig. 26.3 
GAR transformilasi, Fig. 26.3 
GAR, vedi glicinamide ribonucleotide 
Garrod, A., $ 616, $ 1082, $ 1211 
Gas 
— nervini, $ 569, S$ 1825 
— (R), costante dei, Tab. 3.1, $ 490 
Gastrina, S 1731, Tab. 34.5 
Gastrula, $ 1674, Fig. 33.53 
Gastrulazione, $ 1674, Fig. 33.53 
Gaucher, malattia di, Tab. 23.2, Fig. 23.75 
Gay-Lussac, J., $ 465 
GC Box, $ 1335, $ 1657 
GCN,, proteina, S 1663 
GDP guanosina difosfato (negli zuccheri 
nucleotidi), $ 914, Tab. 21.2 
Gehring, W., $ 1680, $ 1681, $ 1683 
Geiger, conta, $ 620 
Gel di sequenza, $ 1285, Fig. 28.57 
Gel di silice, $ 144 
Gelatina, S 237 
Gene, i, $ 1205 
— ab, $S 1679, $ 1683 
amplificazione, $ 1631-1634, $ 1696 
— aruC, $ 1353-1354 
— che mediano l’effetto materno, $ 1679, 
$ 1680 
— collegati, $ 1209 
— conversione, $ 1630, Fig. 33.29 
— corionici, $ 1633 
— dam, $ 1538 
— dem, $ 1538 
— degli eucarioti, $ 1366 
— dell’invecchiamento, $ 1688 
— della segmentazione, $ 1679, $ 1681 
— dello sviluppo, $ 1682 
— duplicazione, $ 205-206, $ 306-307 


n —{| __——__ +++ 


— e espressione delle proteine, $ 1211 

— espressione 

—— controllo negli eucarioti, $ 691, 
S 1649-1672 

—— controllo nei procarioti, $ 1339-1360 

— eterozigoti, $ 196 

— famiglie di, raggruppati, $ 1635-1638 

— gruppi 

—— a-globina, Fig. 33.33, $ 1674 

—— £-globina, Fig. 33.33 

—— tandem, $ 1625-1650 

— hin, $ 1536, Fig. 31.52 

— Hoxr, $ 1684 

— inserimento, $ 1300-1301, S 1367-1368 

— legato al sesso, wh, $ 1208 

— non allelici, $ 1210 

—— complementazione, $ 1210 

— O, operatore, $ 1315 

— omeotici, $ 1679, $ 1682 

— omozigoti, $ 196 

— paia, $ 1501 

— rep, $ 1501 

— selb, $ 1417 

— selc, $ 1417 

— seld, $ 1417 

— soppressore del tumore, $ 1699 

— strutturali, $ 1313 

— superfamiglia, immunoglobulina, 
$ 1746 

— trasferimento 

—— coniugazione, $ 1213 

—— DNA e trasporto di spermatozoi, 
$ 1649 

—— e retrovirus, $ 1649 

—— microiniezione di DNA, $ 1649 

—— trasduzione, $ 1215 

—— trasformazione, $ 1219 

Genetica, $ 1201-1217 

— batterica, $ 1213 

— controllo, $ 704 

— ingegneria, $ 213, $ 1295 

— molecolare, $ 1200 

— virale, $ 1214-1217 

Genoma, $ 1236 

— dimensioni, Fig. 33.19 

— librerie genomiche, $ 1302-1303 

— organizzazione, $ 1617-1648 

— umano, sequenziamento, $ 1289 

Genoteche, vedi genoma, librerie genomi. 
che 

Genotipo, $ 1205 

— eterozigote, $ 1205 

— omozigote, $ 1205 

Geranil pirofosfato, $ 1021, Fig. 23.40 

Geranilgeraniolo, $ 942 

Gerhart, J., $ 473 

Gerstmann-Strussler, sindrome di, $ 1603 

GH, vedi ormone della crescita 

Ghiaccio, Fig. 2.3 

Gibbs, energia libera di, vedi energia li- 
bera 

Gibbs, J.W., $ 80 

Gigantismo, $ 1805 

Gilbert, W., S$ 1282, $ 1342, $ 1642 

Gilman, A., S 1809 

Giorgio III, $ 1090 

GIP, vedi peptide inibitore gastrico 

Giunzione neuromuscolare, $ 1770 

— e tubuli T, o trasversi, $ 1770 
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Giunzioni comunicanti, $ 436-137 

Gla, vedi y-carbossiglutammato 

GLC, vedi cromatografia a gas liquido 

Glicani, vedi polisaccaridi 

Gliceraldeide, $ 107, Fig. 10.1 

— chinasi, $ 716 

— 3-fosfato (GAP), $ 671, Fig. 16.9, $ 679, 
$ 872, Fig. 21.22, $ 968, Fig. 24.48 

— 3-fosfato deidrogenasi (GAPDH), $ 255, 
Tab. 16.1, S 678-680, Fig. 22.23,Tab. 
30.10 

—— meccanismi, S 679 

—— precursori del GiP, $ 971 

—— stereospecificità, $ 680 

-—— trasferimento dello ione idruro, $ 680 

— stereoisomeri, Fig. 4.11 

Glicerato, $ 974 

N6-8-gliceril lisina nell’aldolasi, $ 672 

Glicerofosfato, shuttle, S 851 

Glicerofosfolipidi, $ 405, $ 412, Tab. 11.2, 
$ 1040-1042 

— gruppi principali, Tab. 11.2 

Gliceroglicolipidi, $ 1039 

Glicerolo, $ 370, Tab. 11.2, $ 900, $ 1115 

— chinasi, $ 716, $ 986 

— sn-fosfato, $ 405, Fig. 11.3, $ 632, Fig. 
23.66 . 

— 3-fosfato deidrogenasi (GAP), $ 986, 
Fig. 23.32 

Glicerolo-3-fosfato acil transferasi, $ 1013 

t-glicero-n-mannoeptosio, Fig. 10.28 

Glicidolo fosfato, $ 675 

Glicina, Tab. 4.1, Tab. 4.2, $ 99, Fig. 22.29, 
$ 1069, $ 1085, $ 1100, S 1150 

— biosintesi, Fig. 24.9, $ 1111 

— come precursore dell'eme, $ 1084-1087 

— curve di titolazione, Fig. 4.5 

— glicina sintasi, vedi glicina, sistema di 
taglio 

— scissione, Fig. 24.9, $ 1069, Fig. 24.38 

— sistema di taglio, $ 1069, $ 1094 

Glicinamide ribonucleotide (GAR), $ 148 

Glicinemia non chetonica, $ 1069 


‘ Glicocalice, $ 433, Fig. 11.34 


Glicoforina A, $ 422, Fig. 11.22, $ 434-435, 
$ 1587 

— e gruppi sanguigni MN, $ 435 

— c P. falciparum, $ 435 

— e virus dell'influenza, $ 

— elica transmembrana, $ 422 

Glicoforma, $ 394 

Glicogenina, $ 736 

Glicogeno, S 364, S 378-380, $ 723-763, 
S 1015, $ 1116 

— cascata biciclica, $ 747 

— chinasi, $ 747 

— controllo allosterico, $ 739 

— demolizione, $ 724-733, $ 1116 

—— velocità di, $ 733 

— enzima deramificante, $ 724, $ 732 

— enzima ramificante, $ 734, $ 737 

fosfoglucomutasi, $ 731 

— fosforilasi, S 380, S 725-730, 
$ 1077, $ 1118, S 1157 

—— cascata biciclica, $ 742-746 

—— cinetica, S$ 726 

—— controllo allosterico, $ 739 

—— forma a, $ 725 

—— forma b, $ 725 


| 


759, 


UD 


I numeri preceduti dal segno $ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 


- i i 


Indice analitico 1437 


o ——————m—m—T—_—_m_uT—m@ÙÙ_kmk>. kb b..È-———m_—È———@mu@__——_——_—__m—m—_——__‘- 


© 88-08-10538-5 


—— legame col glucosio, $ 750 

—— meccanismi, $ 726 

—— modificazione covalente, $ 740-741 

—— stato R, S 739, $ 746 

—— stato T, $ 739, $ 746 

—— struttura ai raggi X, Fig. 17.3, $ 727 

— funzioni, $ 723 

— granuli, Fig. 10.19, $ 723 

— metabolismo, $ 723-763 

—— controllo, $ 738-753 

—— e livello di glucosio nel sangue, $ 750 

—— e stress, $ 753 

—— influenza degli ormoni, $ 749 

—— integrazione dei meccanismi, 
S 748-749 

—— nel fegato, $ 750-751 

—— nel muscolo, $ 753 

—— malattie e, $ 754-763 

—— termodinamica, $ 733 

— modificazioni covalenti, $ 740 

— sintasi, $ 734, $ 736 

— sintesi, $ 734-737, $ 1116 

— siti di legame, $ 727 

— struttura, $ 723, Fig. 17.1, $ 

— UDP-glucosio pirofosfatasi, $ 

Glicolato, Fig. 22.29, $ 973 

— fosfatasi, $ 973 

— metabolismo, $ 1039-1049 

— ossigenasi, $ 973 

Glicole polietilenico (PEG), $ 139, $ 1188 

Glicolipidi, $ 406, $ 918, S 1039-1042 

Glicolisi, $ 615, $ 660-720, Fig. 20.1, $ 891, 
S 894, $ 1114 

— anaerobica, $ 661, $ 692, $ 892 

— controllo nel muscolo, $ 705-714 

— deattivazione ad opera della luce, $ 972 

— differenze dalla gluconeogenesi, Fig. 21.7 

— e fosforilazione ossidativa, $ 889 

— e rapida produzione di ATP, $ 700 

— enzimi, Tab. 16.1 

— fasi, $ 664 

— influenza sul trasporto dell'ossigeno, 
$ 684 

— inibizione da citrato, $ 891 

— introduzione storica, $ 662-663 

— localizzazione cellulare, $ 664 

— reazioni, $ 666-691 

— strategia chimica, $ 664 

— variazione di energia libera, Tab. 16.2 

— via glicolitica, $ 661-665 

Glicoproteine, $ 384-396, $ 916-924, $ 1796 

— anticongelamento, $ 392 

— biosintesi, $ 914, $ 916-921 

— di superficie, Fig. 34.33 

— e pareti cellulari batteriche, $ 387 

— legami O-, $ 391, Fig. 21.3, $ 923 

— legami N-, $ 391, $ 917-922 

— microeterogeneità, $ 384, Fig. 10.31 

— modificazione, $ 921 

— proteoglicani, $ 385-386 

— riconoscimento cellula-cellula, $ 924 

— struttura, $ 391-396 

— trasporto, Fig. 21.16, $ 921 

Glicosamminoglicani, $ 381-383 

Glicosidasi, $ 369, $ 1518 

Glicosidi, S 369 

— cardioattivi, $ 791 

Glicosil fosfatidilinositolo (GPI), $ 449 

Glicosil transferasi, $ 914, $ 1048 


nr 


Glicosilazione, inibizione, $ 922 

Gliossilato, $ 913, $ 974, Fig. 22.29 

— via del, $ 17, $ 899, $ 913 

Gliossisoma, $ 17, $ 913, $ 974 

Globina, $ 312, $ 1089, $ 1335 

— famiglia, S 205, vedi anche emoglobi- 
na e mioglobina 

-—— albero filogenetico, Fig. 6.17 

—— evoluzione, $ 205 

— geni, $ 1637 

—— gruppi a, Fig. 33.33 

—— gruppi 6, Fig. 33.33 

—— siti supersensibili (SH), $ 1660 

——— regioni di controllo dominanti 
(DCR), $ 1660 

—— struttura esoni-introni, Fig. 33.34 

Globosidi, $ 1044, Fig. 23.74, Fig. 23.75, 
Tab. 23.2, $ 1048 

Globulo fuso, Fig. 8.5 

Glucagone, $ 749, $ 1009, $ 1016, $ 1027, 
S 1114, S 1138, S 1691, S 1788, Tab. 34.5 

— sequenza amminoacidica, $ 749 

Glucani, $ 372 

1-8-glucoceramide, vedi glucocerebrosidi 

Glucocerebrosidi, $ 406, $ 1046, Fig. 23.72, 
Fig. 23.75, Tab. 23.2 

Glucochinasi, Tab. 16.1, $ 667, $ 751 

— funzioni nel fegato, $ 750 

Glucocorticoidi, $ 1030, $ 1121, $ 1161, 
S 1797 

— recettori, $ 1662 

Gluconeogenesi, $ 752, $ 840, $ 899, 
$ 900-912, $ 1115 

— attivazione ormonale, Fig. 21.8 

— differenze dalla glicolisi, Fig. 21.7 

— regolatore dell’attività enzimatica, Tab. 
21.1 

— regolazione, $ 909-911 

— risposta al fruttosio-2,6 bisfosfato, $ 752 

— siti, $ 900 

— termodinamica, $ 908 

— trasporto dei metaboliti, $ 907 

— via della, $ 901-908 

1,5-gluconolattone, $ 726 

p-glucono-v-lattone, Fig. 10.9 

Glucopiranosio, $ 366 

— conformazione, Fig. 10.7 

Glucosammina, $ 371 

a-glucosidasi, $ 379 

a-n-glucosidasi, $ 374, $ 379, vedi anche 
B-fruttofuranosidasi 

a-1,4-glucosidasi, deficienza, $ 756 

Glucosio, S 364, Fig. 10.1, Tab. 18.1, 
$ 1131, $ 1312 

— alanina, ciclo, $ 1507 

— 1,6-bisfosfato (G1,6P), $ 731, Fig. 17.4 

— biosintesi, $ 840 

— forme anomeriche, Fig. 10.5 

— forme furanosiche, $ 366 

— forme lineari, S 366 

— forme piranosiche, $ 366 

— 6-fosfatasi, S 750, S 908, $ 1115 

—— deficienza, $ 754 

—— nella gluconeogenesi, $ 908 

— 1-fosfato (G1P), S 380, $ 724, Fig. 17.4, 
$ 971 

— 6-fosfato, $ 632, S 667, $ 669, $ 724, 
Fig. 17.4, $ 750, Fig. 21.7, Fig. 21.22, 

S 1116, $ 1292 


—— deidrogenasi, Fig. 21.22, $ 927 

——— deficienza di , $ 935, $ 1347 

—— destino metabolico, $ 1131 

—— generazione per fosfotransferasi, 
S 797 

— influenza sul metabolismo del glicoge- 
no, $ 750 

— isomerizzazione non enzimatica, $ 669, 
Fig. 16.6 

— mantenimento del livello, nel sangue, 
$ 750 

— metabolismo, Fig. 16.1 

— ossidazione, $ 844 

— trasportatori 

—— disposizione asimmetrica, $ 782 

—— e composti chimici, $ 800 

—— eritrociti, $ 772-776, $ 781-785 

—— meccanismo del poro controllato, 
$ 782 

—— regolazione per esocitosi/endocitosi, 
S 783 

—— simporto Na*-glucosio, $ 798, Fig. 
10.28 

— trasporto 

—— mediato passivo, $ 781-784 

—— per fosfotransferasi, Fig. 18.23 

——— nell'epitelio intestinale, $ 799, Fig. 
18.24 

——— negli eritrociti, $ 772-776, $ 785 

——— passivo mediato, S 785 

——— ruolo dell’insulina, $ 783 

—— per simporto Na*-glucosio, $ 798, 
Fig. 18.25 

p-glucurono-p-lattone, Fig. 10.9 

Glutaconil-CoA, Fig. 24.16 

Glutammato, $ 101, $ 1072, Fig. 24.3, 

$ 1066, Fig. 24.35, Fig. 24.36, $ 1099 

aspartato 

—— amminotransferasi, $ 1656 

— trasportatore, $ 851 

— biosintesi, Fig. 24.40 

— decarbossilasi, Fig. 24.31 

— deidrogenasi, Fig. 24.13, $ 1107, $ 840, 
$ 1053, $ 1058, Fig. 24.7 

— formimmino transferasi, Fig. 24.13 

— 5-fosfato, $ 1099 

— malato-aspartato, shuttle, $ 851, Fig. 
20.7 

— scissione, $ 1072 

— 5-semialdeide, $ 1072, Fig. 24.13, Fig. 
24.43, $ 1099 

—— deidrogenasi, Fig. 24.13 

Glutammina, Tab. 4.1, $ 100, $ 1071, 
$ 1150, Fig. 26.8, Fig. 26.9 

— amido transferasi, Fig. 25.40 

— biosintesi, $ 1097 

— degradazione, $ 1072 

— r-glutamilcisteinilglicina, vedi glutatio- 
ne 

— y-glutammilcisteina, $ 1093 

— v-glutammile, $ 1093, Fig. 24.35 

-—— chinasi, Fig. 24.43, $ 1099 

—— ciclo, $ 1093, Fig. 24.35 

—— ciclotransferasi, $ 1093 

—— fosfato, Fig. 20.40, $ 1097 

—— transferasi, $ 1037 

—— transpeptidasi, $ 1093 

— sintetasi, $ 274, Fig. 7.63, $ 659, $ 1066. 
S 1093, $ 1098 
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—— micrografia elettronica, Fig. 7.59 

—— regolazione, $ 1097 

—— struttura ai raggi X, Fig. 24.41 

—— struttura quaternaria, $ 209 

Glutamminasi, $ 1072 

Glutamminil-tRNA sintetasi, $ 1403 

Glutaraldeide, S 278 

Glutaredossina reduttasi, $ 1177 

Glutaril-CoA, Fig. 24.16 

— deidrogenasi, Fig. 24.16 

Glutatione (GSH), $ 590, $ 1093, $ 1177 

— disolfuro (GSSG), $ 590 

—— riduzione per reduttasi, S 596 

— funzioni fisiologiche, S 590 

— negli eritrociti, $ 934 

— nella biosintesi dei leucotrieni, Fig. 
23.62 

— ossidato 

—— meccanismo catalitico, $ 594 

—— riduzione, $ 596 

—— struttura ai raggi X, S 593 

— perossidasi, $ 934, Fig. 24.34 

— reazioni, $ 1093 

— reduttasi, $ 590-596, $ 934, $ 1177 

—— complessi di trasferimento di cari- 
ca, $ 593, Fig. 14.29 

—— meccanismo, $ 594-596 

—— omologia con la diidrolipoil deidro- 
genasi, $ 812 

—— reazioni catalizzate, $ 592 

—— reazioni con arsenite, $ 592 

—— reazioni redox, ponte disolfuro, $ 592 

— riduzione da NADPH, Fig. 14.29, $ 593 

—— struttura ai raggi X, S 593 

— sintetasi, $ 1093 

— S-transferasi, $ 1037 

Gm, residuo, Fig. 30.13 

Gui gangliosidasi, Tab. 23.2, Fig. 23.75 

GMP (guanosina monofosfato, acido gua- 
nilico), Tab. 26.1 

— sintesi, S 1157 

—— dall’inosina, monofosfato, $ 1157 

3°,5-GMP ciclico (CGMP), $_ 1809 

GnRF, vedi gonadotropina, fattore di ri- 
lascio, 

Goldberg, M., $ 1335 

Goldberg-Hogness, box di, vedi TATA box 

Goldman, equazione, S_1817 

soldstein, J., $_ 455 

Golgi, C., $ 14 

— apparato di, $ 14, $ 442, $ 1588 

— cisterne, Fig. 21.16 

— sintesi delle glicoproteine, $ 921 

Gomiti 8, vedi ripiegamenti inversi 

Gomitolo casuale, conformazione, delle 
proteine, $ 164, $ 230 

Gonadi, $ 1798 

Gonadotropina, $ 1803 

— corionica , $ 117, $ 1804 

— fattore di rilascio (GnRF), $ 1802 

Gorter, E., $ 412 

Gotta, $ 1192, $ 1779 

Gozzo, $ 1792 

gpell, $ 1577 

SpgroEL, $ 1570 

gpgroEs, $ 1570 

gpN, $ 1566 

gpO, $ 1568 

gpP. $ 1568 


Gp, proteina, $ 1809 

gp®, $ 1566 

SpR, $ 1566 

gpS, $ 1566 

Gradienti 

— concentrazione, $ 650 

— ionici, trasporto attivo guidato da, 
$ 798-800 

— lineari, formazione, $ 130, Fig. 5.7 

Gram, C.,$9 

— colorazione di, $ 9 

Gramicidina 

— A, $ 778, $ 780 

— S, $ 116, Fig. 30.56, S 1472 

— sequenza amminoacidica, Fig. 18.10, 
S 780 

— struttura, $ 730 

Grani, $ 939 

Granuli secretori, $ 1464 

Grassi, vedi triacilgliceroli 

Grassi neutri; vedi triacilgliceroli 

Grasso bruno, vedi tessuto adiposo bruno 

Greenberg, G.R., $ 1144 

Grendel, F., $ 412 

Griffith, F.,$ 1119 

gRNA, vedi RNA guida 

Grunberg-Manago, M., $ 1389 

Gruppo, i 

— acetile, nel ciclo dell’acido citrico, $ 807, 
Fig. 19.1 

— assiali, $ 368, Fig. 10.6 

— dinitrofenile (DNP), Tab. 6.3, $ 1727 

— equatoriali, $ 368, Fig. 10.6 

— fosforici, $ 625 

—— potenziale di trasferimento, $ 626 

—— reazioni di tr=:erimento, $ 626 

— guanidinico, risonanza, $ 632 

— peptidico, $ 218-222 

— cis, Fig. 7.2 

—— trans, Fig. 7.1 

— prostetici, $ 470 

— sanguigni, $ 433-435 

—— determinanti, $ 433, $ 434 

—— MN, $ 435 

— terminali, analisi, S_ 174-176 

GSH, vedi glutatione 

GSSG, vedi glutatione disolfuro 

Gr proteina (trasducina), $ 1809 

GTP (guanosina trifosfato), $ 1005, $ 1435 

— idrolisi, $ 1-H6 

—- da p21!"9S, $ 1691 

— interazione con la proteina G, $ 1691 

— interconversione con ATP, $ 825 

— monofosfato, vedi GMP 

— nei processi ribosomiali, Fig. 30.40, 
$ 1435, $ 1446-1448, $ 1455 

— sintesi per succinil-CoA sintetasi, $ 825 

Guaina vascolare, cellule, $ 977 

Guanililimido disfosfato, $ 1829 

Guanina, $ 26, S 1144, $ 1157-1158, Fig. 30.1 

— deamminasi, Fig. 26.20 

Guanosina, Tab. 26.1, Fig. 26.20 

o-gulosio, Fig. 10.1 

Gurdon, J., $ 1617 


H 


H, zona, nelle miofibrille, Fig. 34.43 
(H*-K*+)-ATPasi, $ 795 
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HA, vedi emagglutinina 

Haber, F., $ 1109 

— processo, $ 1109 

Haeckel, E., $ 21 

Hageman, fattore, Tab. 34.1, $ 1711 

Hairv, embrioni, $ 1681 

Haldane, J.B.S., $ 32, $ 495 

— relazione di, $ 504 

Hanson, J., $ 1765 

Harden, A., S 662 

Harrison, S., $ 1351, $ 1556 

Hartley, B., $ 547 

HAT, terreno, Fig. 34.19 

Hatch, M., $ 977 

Haworth, N., $ 373 

— formule di proiezione, $ 366 

Hb, vedi anche emoglobina 

— anti-Lepore, $ 1648, Fig. 33.37 

— Bibba, S 344 

— Boston, $ 345 

— Bristol, $ 344 

— Constant Spring, $ 1647 

— Cowtown, $ 362 

— di Bart, $ 1647 

— gelificazione, ipotesi, $ 349 

— Gower 1, $ 1636 

— Gower 2, $ 1636 

— Hammersmith, $ 344 

— Harlem, $ 348 

— Hyde Park, $ 362 

— Iwate, $ 345 

— Kansas, $ 346 

— Kenva, $ 1701 

— Korle-Bu, $ 348 

— Lepore, $ 1648, Fig. 33.37 

— Memphis, $ 348, $ 362 

— Milwaukee, $ 345, Fig. 9.23 

— Philly, S 344 

— Portland, $ 1636 

— Quong Sze, $ 1647 

— Rainier, $ 362 

— Riverdale-Bronx, $ 362 

— Savannah, $ 344 

— Yakima, $ 346 

— Zurich, $ 1091 

HDA, $ 195, Fig. 6.12, $ 1636; vedi anche 
emoglobina umana 

HDA., $ 1636 

HbE, S 343 

HbF, $ 205, $ 323, $ 1636 

— affinità con l'O;, $ 323 

HbH, S 1647 

HbM, $ 345 

HbS, S 118, $ 195, $ Fig. 6.12, S 347-350 

— elettroforetogramma, Fig. 6.12 

— fibre, $ 348 

— filamenti, $ 195 

— fingerprint, Fig. 6.10 

— gelificazione 

—— inizio, $ 349 

—— velocità, $ 349 

— struttura ai raggi X, $ 348, Fig. 9.25 

HbS polimerizzazione, $ 349-350 

HCI, vedi eme, inibitore controllato da 

HDL (lipoproteina ad alta densità) e ma- 
lattie cardiovascolari, Tab. 11.6, $ 450, 
S 456, $ 1024, $ 460 

HDL, recettore, $ 456 

Heat shock, proteine (Hsp), $ 446, $ 1657 


I numeri preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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Heinz, corpi di, $ 344 

HeLa, cellule, $ 1507 

Helper T, cellule, $ 1720 

Henderson, R., $ 423 

Henderson-Hasselbalch, equazione di, $ 60 

Henri, V., S 495 

— costante, $ 85 

— legge di, $ 85 

Henseleit, K., $ 809, S 1060 

— costante, $ 90 

Herpesvirus, $ 1276 

Herriott, R., $ 1220 

Hers, H.G., $ 752 

— malattia di, $ 760 

Hersheu, A., $ 1220 

Hershev-Chase, esperimento di, $ 1220, 
Fig. 27.27 

Hfr, batteri, S 1213, $ 1314 

HGPRT, vedi ipoxantina-guanina fosfori- 
bosil transferasi 

Hill, A., $ 315 

— analisi grafica, $ 316 

— costante di, $ 315, $ 337, $ 345 

— equazione di, $ 315, $ 316 

— grafico di, Fig. 9.4 

—— dell'emoglobina, Fig. 9.4 

—— della mioglobina, Fig. 9.4 

— reazione di, $ 941 

Hill, R., $ 941 

Hin, gene, $ 1536, Fig. 31.52 

Hitchings, G., $ 1185 

HIV, S 1512, $ 1721, $ 1728, Fig. 34.33: 
vedi anche AIDS 

HLA, proteine, $ 1749 

HMG14, $ 1655 

HMG14, $ 1655 

HMG17, $ 1655 

HMG17, S 1655 

HMG7, $ 1655 

HMG-CoA (8-idrossi-6-metilglutaril-CoA), 
$ 1005, Fig. 23.20, $ 1019, $ 1077. Fig. 
24.15, $ 1077 

— HMG, vedi proteine, gruppo ad alta mo- 
bilità 

— liasi, $ 1005, S 1077 

— reduttasi, $ 1019, $ 1026, $ 1027 

—— chinasi (RK), $ 1027 

—— controllo, $ 1019, $ 1026 

— sintasi, $ 1005, Fig. 23.20, $ 1019, Fig. 
24.16 

HMK, vedi chininogeno ad alto peso mo- 
lecolare 

hnRNA (RNA nucleare eterogeneo), 
$ 1366, $ 1653 

Hodgkin, A., $ 1817 

Hodgkin, D.C.. S 246, $ 325, $ 1000 

Hoffman, B., $ 868 

Hofmeister, serie di, $ 268 

Hofrichter, J., $ 349 

Hogle, J., S 1560 

Hogness, D., $ 1335 

Hokin, L., $ 1813 

Hokin, M., $ 1813 

Holley, R., $ 1275, $ 1398 

Hollidav, R., S 1529 

— struttura di, $ 1529, $ 1576 

Holmes, K., $ 1548 

Hood, L., $ 1734 

Hoogland, H., $ 1397 


Hoogsteen, geometria, $ 1246, Fig. 28.23 

Hooke, R., $ 2 

Hopfield, J., $ 1448 

Horecker, B., $ 926 

Horowitz, N., $ 1, $ 36 

Hpa II, endonucleasi di restrizione, $ 1540 

HPETE, vedi acido idroperossieicosatetrae- 
noico 

HPFH, vedi emoglobina fetale, persisten- 
za ereditaria 

HPLC (cromatografia liquida ad alta riso- 
luzione), $ 148, $ 1255 

Hsp 70, $ 446 

HU, proteina, $ 1500 

Huber, R., $ 579, $ 948, $ 1730 

Hurwitz, J., $ 1317 

Huxley, A., $ 1765, S 1817 

Huxley, H., $ 1765 

Hyde, C., S 1105 

Hyl, vedi 5-idrossilisina 

Hvp, vedi 4-idrossiprolina 


I 


1, banda, Fig. 34.43 

‘T-Cell disease, S 447, S 924 

i, proteina, Tab. 31.4 

i6 A, vedi N°-isopenteniladenosina 

laluronidasi, $ 382 

Ibridizzazione, $ 1240, $ 1292, S 1303 

— delle colonie, $ 1303 

— di DNA e RNA, $ 1240, $ 1316 

— in situ, S 1303, Fig. 33.17, $ 1616, 
$ 1621, Fig. 33.24 

Ibridoma, $ 117, $ 1728, Fig. 34.19 

Ibuprofen, Fig. 23.60 

Ictus, $ 896 

IDL (lipoproteine a densità intermedia), 
Tab. 11.6, $ 454, $ 458, $ 1024, $ 1028 

Idosio, Fig. 10.1 

Idratasi, $ 997 


Idrazina, $ 176, $ 1109, S 1284, Fig. 28.52‘ 


Idrazinolisi delle proteine, $ 176 

Idrindantina, Fig. 5.10 

Idrocortisone, $ 1797 

Idrofilici, materiali, S 50 

Idrofobici, materiali, $ 50 

Idrofobicità, $ 52 

Idrogeno 

— ione, attività, S$ 83 

— nella fotosintesi, $ 941 

— perossido, $ 17 

— semi-reazioni, standard, $ 648 

— solfuro, legami con l’emoglobina, $ 312 

— studi di scambio, $ 301 

Idrolasi, S 477, Tab. 12.3 

— lisosomiale, $ 447 

Idrolisi, catalizzata dalle basi, $ 1227 

Idropatia, S 265, Fig. 7.53 

Idrope fetale, $ 1647 

Idroperossidi organici, effetti tossici, $ 934 

3-p-idrossiacil ACP, Fig. 23.23 

3-p-idrossiacil-CoA-deidrogenasi, $ 997 

3-1-idrossiacil-CoA, Fig. 23.23, $ 990 

— deidrogenasi, Fig. 23.8, Fig. 23.30, 
$ 990, Fig. 24.16 

— epimerasi, $ 997 

B-idrossiacil deidrasi, Fig. 23.26 


3-idrossiantranilato, $ 1078, Fig. 24.18 
— -3,4-diossigenasi, Fig. 24.17 
Idrossiapatite, $ 145, $ 239, $ 1256 
— cromatografia con, S 145, $ 1256 
B-idrossibutirrato, S$ 858, S 1005, Fig. 
23.21, Fig. 24.15 
— B-deidrogenasi, $ 1005 
8-p-idrossibutirri! ACP, Fig. 23.26 
B-idrossibutirril-CoA, Fig. 24.15, Fig. 24.16 
— idrolasi, Fig. 24.15 
8-idrossichinolina, S 1175 
3-idrossichinurenina, $ 1078, Fig. 24.18 


-25-idrossicolicalciferolo, $ 1794 


— 1-ao-idrossilasi, $ 1794 

Idrossietiltiammina pirofosfato, $ 696, Fig. 
16.25, $ 812 

p-idrossifenilpiruvato, Fig. 15.13, Fig. 
24.19, $ 1081, Fig. 24.48 

p-idrossifenilpiruvato diossigenasi, $ 1081, 
Fig. 24.23 

Idrossilammina, S 1384, $ 1600 

5-idrossilisina (Hyl), $ 106, $ 237, $ 1752 

p-idrossimercurobenzoato, $ 277 

Idrossimetilbilano, $ 1087 

5-idrossimetilcitosina, $ 1538 

B-idrossi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), 
$ 1005 

Idrossipiruvato, $ 974 

— reduttasi, Fig. 22.29 

17-idrossipregnenolone, Fig. 23.51 

17-idrossiprogesterone, Fig. 23.51 

3-idrossiprolina, $ 237 

4-idrossiprolina (Hyp), $ 106, $ 237, $ 1464, 
$ 1752 

5-idrossitriptammina, vedi serotonina 

5-idrossitriptofano, $ 1083 


Idrossiurea, $ 1175 

“IF-1, $ 1435, Tab. 30.8 
IF-2, S 1435, Tab. 30.8 
‘IF-3, S 1435, Tab. 30.8 


IgA (immunoglobulina A), $ 1725, Tab. 
34.2 

IgD (immunoglobulina D), $ 1725, Tab. 
34.2 

IgE (immunoglobulina E), $ 1725, Tab. 
34.2 

I£G (immunoglobulina G), $ 1425, $ 1725, 
Tab. 34.2 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29, $ 391 

IgM (immunoglobulina M), $ 1725, $ 1752 

— legame con la membrana, $ 1740, 
S 1741 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29, $ 391 

IHF, vedi integrazione dell'ospite, fattore 

IHP, vedi inositolo esafosfato 

Ilv, operone, $ 1358 

Imago, $ 1678, Fig. 33.57 

Imidazolo, S 545 

— acetol fosfato, Fig. 24.50 

— 5-carbossamide ribonucleotide, $ 1106, 
Fig. 24.50 

— glicerol fosfato, Fig. 24.50 

—— deidratasi, Fig. 24.50 

— 5-4-(N-succinilcarbossiamide) ribonu- 
cleotide (SACAIR), $ 1153, Fig. 26.3 

Imidazolone propionasi, Fig. 24.13 

— 4-5-propionato, Fig. 24.13 

B,y-immidonucleoside trifosfato, $ 1330 

a-imminoacidi, $ 89 


I numeri preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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Immunità, S 1718-1756 

— cellulare, $ 1719, $ 1720-1721 

— dei lisogeni alla superinfezione, $ 1564, 
$ 157 

— umorale, $ 1719, $ 1722 

Immunoassorbente legato a un enzima 
(ELISA), S 117, Fig. 5.1 

Immunochimiche, tecniche, $ 117 

Immunodeficienza severa combinata 
(SCID), $ 1188 

Immunofluorescenza, $ 425, Fig. 33.60, 
Fig. 33.62, Fig. 34.52 

Immunoglobulina, $ 170, $ 391, $ 1725, 
$ 1726 

— cambiamento di classe, $ 1741 

— catena di unione, $ 1725 

— catene leggere, $ 1725, $ 1727 

—— regione variabile, $ 1727 

—— regione costante, $ 1727 

— catene pesanti, $ 1725, $ 1727 

— funzioni, $ 1725 

— gruppi di carboidrati, Fig. 34.15, $ 1730 

— regione cerniera, Fig. 34.15, $ 1730 

— struttura ai raggi X, Fig. 34.20 

— struttura ripiegata, $ 1730 

— superfamiglia genica, $ 1748 

— unità di omologia, $ 1730 

Immunomicroscopia elettronica, Fig. 30.3, 
$ 1425 

Immunosoppressori, $ 1721 

IMP, vedi inosina monofosfato 

— cicloidrolasi, $ 1156 

— deidrogenasi, Fig. 26.5 

Impulso nervoso, $ 1817, $ 1820 

Inattivatori, $ 506 

Inattivazione chimica, sensibilità, $ 776 

Incanalamento, di un intermedio, $ 1105, 
$ 1169 

Ineroci genetici, $ 1205 

Indicatori, $_ 67 

Indolo, $ 1105, Fig. 24.48 

— 3-glicerolfosfato, Fig. 24.48, Fig. 29.26 

—— 3-sintasi, Fig. 2-4.48 

Indolpropanol fosfato, Fig. 24.49 

Indometacina, Fig. 26.30 

Induttore, S 1312 

Induzione 

— del ciclo litico, $_ 1564, Fig. 32.40 

— enzimatica, $ 1311-1314 

Infezione, molteplicità di, $ 1578 

Influenza, $ 1586, Fig. 32.42 

Informazione genetica, espre 
smissione, S 26-27 

Ingegneria SERGI $ 213, $ 1295 

Ingen-Housz, J., $ 938 

Ingold, C., $ 103 

Ingram. V., $ 195 

Inibitore, i, $ 355. $ 506, $ 822 

— basato sul meccanismo, $ 992, $ 1183 

— della tripsina del pancreas bovino 
(BPTI), $ 259 

—— complesso con la tripsina, $ 579 

—— intermedi di ripiegamento, Fig. 8.7 

—— vie di ripiegamento, $ 288-291 

— effetti sui parametri di Michaelis- 
Menten, Fig. 13.13 

Inibizione, $ 506-510 

— competitiva, $ 507-508 

—— sensibilità, $ 775 


ssione e tra- 


— da contatto, $ 395, S 1506, $ 1687 

— da feedback, $ 473 

— incompetitiva, $ 509, $ 510 

— mista, $ 510 

— prodotti, $ 52 

Inosina (I), Fig. » 13, $ 1412 

_ monofosfato (IMP) 

—— biosintesi, S 1145-1156, $ 

Inositolo 

— esafosfato (IHP), $ 321, $ 338 

— 1-fosfato (IP,), $ 1814 

—— ciclo, Fig. 34.91 

—— fosfatasi, $ 1814 

— mio-, S 370, Tab. 11.2, Fig. 34.91 

— trifosfato 1,4,5-(IP3), $ 1813 

— trifosfato (ITP), $ 1329 

Insetticidi, $ 569 

Instabilità dinamica, $ 1778 

Insulina, $ 141, $ 172, $ 286, $ 750, $ 783, 
S 1016, $ 1027, $ 1138, $ 1275, $ 1459, 
S 1790, S 1812 

— geni, S 1675 

—— introni, $ 1640, S do 

— recettori, $ 141, $ 1138, $ 1812 

— rinaturazione, $ 286 

— ruolo nel trasporto del glucosio, $ 783 

— sequenza degli amminoacidi, Fig. 8.4 

— struttura primaria, $ 172, Fig. 6.2 

Integrasi, $ 1576 

Integrazione dell'ospite, {IHF), fattore, 
$ 157 

Interazioni 

— allosteriche, $ 351 

—— eterotropiche, $ 3 

—— omotropiche, $ 351 

— cellulari, e oligosaccaridi, $ 395 

— dipolo-dipolo, $ 260-261 

— ererotropiche, $ 355, $ 360 

_ a e incolonnamento delle ba- 

, S 1249-1251 

_ anca $ 259, $ 1252 

— omotropiche, $ 354. v 359 

Interfase. $ 1606 

Interteroni, S 1455, S 1456 

— a (leucocitario), S$ 1456 

— B (fibroblastico), $_ 1456 

— y (linfocitario), $_ 1456 

— effetti antivirali, $ 1456 

— geni, mancanza di introni, $ 1639 

Interleuchina-1, $ 1721, Fig. 34.13 

— 2, $ 1721 

— recettore per, $ 1721, $ 1788 

Intermedio ; 

— acilenzima, della serina proteasi, 2 76 

— tetraedrico, della serina proteasi, $ 3 
Fig. 14.24, $ 579 

Intestino, Tab. 34.5, $ 1791 

Introni, $ 1305, S 1366-1367, S 1375, 
$ 1639-1640, $ 1643-1644 

— evoluzione delle proteine, $ 1639 

— funzioni, $ 1639-1644 

— struttura a cappio, $ 1367, Fig. 29.35 

Invaginazioni rivestite, S 455, Fig. 14.49, 
Fig. 11.5, $ 1642 

Inversione di disegno, meccanismo, $ 1274 

Invertasi, S 374, S 495; vedi anche a-D- 
glucosidasi e 8-fruttofuranosidasi 

lodoacetato, S 177, Tab. 6.3. $ 615, $ 663, 
Fig. 16.10 


1157-1158 
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lodoperossidasi, $ 1792 

5-iodo-UpA, Fig. 28.39 

Ione, i 

— ammonio, curva di titolazione, Fig. 2.9 

— caotropici, $ 268 

— cianuro, $ 857 

— cloro, effetti sull’emoglobina, $ 320, 
$ 339 

— dipolari, $ 95 

— etidio, $ 1260, Fig. 28.39 

— fluorofosfato, $ 685 

— guanidinio, $ 178, $ 268 

— idratato, $ 51 

— idronio, $ 54 

— idruro, trasferimento, $ 680 

— metallici, catalizzazione, $ 541, $ 542, 
S 543 

— ossonio, $ 554-564 

—— nelle reazioni con glicogeno fosfori- 
lasi, Fig. 17.2, S 726 

—— nelle reazioni con glicogeno sintasi, 
Fig. 17.2, $ 726 

—— nelle reazioni con lisozima, $ 554-556 

—— stato di transizione, $ 554-564 

— solvatato, $ 51 

lonizzazione, costanti 

— e cinetica, $ 513 

— microscopiche, $ 65 

— molecolari, $ 65 

Ionofori, $ 777-780 

— formatori di canali, $ 778 

— traslocatori di protoni, $ 883 

— trasportatori, $ 778 

IP}, vedi inositolo-1-fosfato 

— fosfatasi, $ 1814, Fig. 34.91 

— inibizione da Li*, $ 1814 

IP, , Fig. 34.91 

— fosfatasi, Fig. 34.91 

IP; vedi inositolo 1,4,5-trifosfato 

— fosfatasi, Fig. 34.91 

Iperammonemia, $ 1066 

Ipercolesteremia, $ 1028, S$_ 1029 

— famigliare (FH), $ 458, $ 1028 

Ipercromico, effetto, $ 1239, Fig. 28.27 

Iperfenilalaninemia, $_1083 

Iperlisinemia, $ 1077 

Iperlisinuria, $ 1077 

Ipermutazione somatica, $ 1738 

Iperpolarizzazione, $ 1817 

Ipertermia maligna, $ 713 

Ipertiroidismo, $ 1792 

Iperventilazione, $ 362 

Ipoglicemia, $ 755 

Ipoglicina A, $ 992 

Ipossia, $ 317 

Ipotalamo, $ 1800 

Ipotesi della serratura e della chiave, $ 465 

Ipotiroidismo, $ 1792 

Ipoxantina, $ 1144, $ 1160, Fig. 26.20, 
$ 1192, $ 1308, $ 1384 

— guanina fosforibosil transferasi 
(HGPRT), $ 1600, Fig. 34.19 

IPTG, vedi isopropiltiogalattoside 

Ir, geni, vedi risposta immunitaria 

Irudina, $ 1709, $ 1716 

IS, elementi, $ 1533 

Isoallossazinico, anello, $ 

Isobutilene, $ 209 

obulicrLGoi Fig. 24.15 


591, Fig. 14.27 
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Isocaudomeri, $ 1308 

Isocitrato, Fig. 19.1, $ 808, Fig. 19.8 

— attivazione da Ca?+, $ 837 

— deidrogenasi, $ 808, $ 613, $ 823, $ 833, 
$ 900 

— liasi, $ 913 

— meccanismo, $ 823 

— NAD*-dipendente, $ 823 

Isodesmosina, $ 243 

Isoelettrofocalizzazione, S 159 

Isoenzimi, $ 759 

Isoleucina, Tab. 4.1, $ 93, $ 1073, $ 1103 

— biosintesi, $ 1103 

— degradazione, $ 1077 

Isomaltosio, $ 375 

Isomerasi, Tab. 12.3 

Isomerizzazione, reazioni, $ 611 

N*-isopenteniladenosina, Fig. 30.13 

Isopentenil pirofosfato, $ 1019, Fig. 23.38, 
Fig. 23.40 

— isomerasi, $ 1020 

Isopenteniladenosina, Fig. 23.36 

Isoprene, $ 1018 

Isopropanolo, $ 469 

a-isopropilmalato, $ 1103, Fig. 24.46 

— deidratasi, Fig. 24.46 

— sintasi, Fig. 24.46 

B-isopropilmalato, Fig. 24.46, $ 1103 

Isopropilmalato deidrogenasi, Fig. 24.46 

Isopropiltiogalattoside, (IPTG). $ 1312, 
$ 1342 

Isoproterenolo, $ 1796 

Isoschizomeri, $ 1308 

Isotopo, i, $ 618, Tab. 15.1 

— effetti, $ 619 

— in biochimica, $ 618-622 

— marcatura, $ 619 

— per stabilire l'origine dei metaboliti 
complessi, $ 622 

— per stabilire l'origine delle relazioni 
precursori-prodotto, $ 622 

— radioattivi, Tab. 15.1 

— rivelazione, $ 620 


— scambio, $ 523-524 


— stabili, Tab. 15.1 

— tempo di dimezzamento, $ 
15.1 

Isovaliril-CoA, Fig. 24.15 

Isozimi, $ 277 

— del lattato deidrogenasi, $ 277, $ 693 

— dell'aldolasi, $ 716 

— dell’'asparto Himaci Tab. 24.3 

— della piruvato chinasi, $ 1124 

Istammina, S 116, Fig. 4.22, $ 795, $ 1092, 
Fig. 24.31, $ 1826, Fig. 34.100 

_ biosintesi, $ 1092 

Istidina, Tab. 4.1, $ 95, $ 326, $ 10772, Fi 
24.31, $ 1106 

— ammoniaca liasi, Fig. 24.13 

— biosintesi, Fig. 24.39, $ 1106, Fig. 24.50 

— decarbossilasi, Fig. 24.31 

— degradazione, $ 1072 

— deidroidrossi merodesmina, Fig. 7.35 

— distale, $ 326, S 327 

— prossimale, $ 326, Fig. 9.15, Fig. 9.16 

Istidinolo L, Fig. 24.50 

— deidrogenasi, Fig. 24.50 

— fosfato, Fig. 24.50 

—— amminotransferasi, Fig. 24.50 


$ 621, Tab. 


da 


I numeri preceduti dal segno S 


—— fosfatasi, Fig. 24.50 

Istone, $ 106, S 1607-1609 

— geni, $ 1629 

—— mancanza di introni, $ 1639 

—— organizzazione, Fig. 33.27 

—— velocità di trascrizione, $ 1629 

—— ripetizione, $ 1629 

— H1, $ 1607, Tab. 33.1 

—— posizione nel nucleosoma, Fig. 33.8 

— H2ZA, $ 1607-1614, Tab. 31.1 

—— e ubiquitina, $ 1609 

— H2B, $ 1607-1614, Tab. 31.1 

— H3, $ 1607-1614, Tab.31.1 

— Ha4, $ 202, $ 1607-1614, Tab. 31.1 

—— conservazione evoluzionistica, Fig. 
6.15, Fig. 33.3 

—— sequenza, Fig. 33.3 

— H5, $ 1609 

— modificazioni postraduzionali, $ 1609 

— mRNA, mancanza di code di poli (A), 
$ 1670 

— riduzione da legami chimici, $ 1610 

— sottotipi, $ 1609 

— stabilità nell’evoluzione, $ 1608 

Istrionicatossina, $ 1824 


, Ittero, $ 1091 


n. 


Joining chain (). $ 


IVS, vedi introni 
Iwanowsky, D., S 1545 


J 


Jacob, J., S 1314, $ 
Jencks, W. Pi; S 546 
Jerne, KJ., $ 1721 
Johnson, Ca 727 


1316 


1725, Fig. 34.16 
Jones, M.E.. $ 1169 
Joule (J), $ 70, Tab. 3.1 


Junk, DNA, vedi DNA «spazzatura» 


K 


K*, canali, S. 1818, S 1826 

di R., $ 801 

Kabat, E. S_ 1727 

Kaiser, D.. S 300 

Kaiser, a 452 

kalkar, E s, ‘625 

Kamen, 4 

Kaplan, N. 0. $ 809 

Karplus, M., $ 299 

Kauzmann, W.. $ 265 

KDO, vedi 2-cheto-3-deossiottanoato 

Keilin, D., $ 866 

Kelvin, scala delle temperature (K), Tab. 
Sil 

Kendrew, ]., S 251, $ 324, $ 325 

Kennard, O., Fi 

Kennedy, E., $ 4 

Kenvon, C.. $ 15 

Khorana, H.G., $ 

Kim, P., $ 1663 

Kim, S- 

King, J., $ 290 

Kleinschmidt, procedura di, Fig. 28.11 

Klenow, frammenti, $ 1286 

— struttura ai raggi X, Fig. 31.10, $ 1466 


Klinefelter, sindrome di, $ 1798 

Klingenberg, M., $ 889 

Klug, A., $ 1401, $ 1421, $ 1548, $ 1555, 
$ 1611 

Knoop, F., $ 618, $ 809, $ 987 

Knowles, J., $ 608, $ 

Knudson, K., $ 1698 

Koch, R., $ 1594 

Kéhler, G., $ 1728 

Kornberg, A., $ 1166, $ 1484, $ 1500 

Kornberg, R., $ 1610 

Kornberg, T., $ 1681 

Kornfeld, S., $ 919 

Koshland, D., $ 357, $ 545, $ 546 

Kpn, famiglia, S 1636 

Kpn I, endonucleasi di restrizione, $ 1636 

Krabbe, malattia di, Tab. 23.2, Fig. 23.75 

Kraut, J., S 573, $ 580, $ 868 

Krebs, H., $ 809, $ 828, $ 1060 

— ciclo di, vedi acido citrico, ciclo dell’ 

Khne, F.W., $ 465 

Kunitz, M., $ 465 

Kuru, S 1599, S 1602 

Kwashiorkor, $ 111i 


L 


L, vedi lisidina 

Lac 

— enzima, CESARE coordinata, $ 1315 

_ operatofe:9 $ 1344, Do: 29. n Fig. 29.18 

— operone, $ 1313, S 1314, $ 1345, Fig. 
29.3, Fig. 29.9, $° ° 1348, $ 1353 

— repressore, $ 110, $ 1314, $ 1342-1345 

—— meccanismo, $ 1345 

— sistema, S 1313 

LacA, gene, Fig. 29.3, Fig. 29.4 

Lacl, gene, Fig. 29.3, Fig. 29.4, Fig. 29.18, 
Fig. 30.38 

B-lactamasi, $ 1533 

LacY, gene, Fig. 29.3, Fig. 29.4 

mi gene, Figo 29.3, Fig. 29.4, Fig. 29.18, 

Fig. 30.38, $ 1582 

Lake, J., $ 1425 

Lamarck, J.B., $ 1201 

Lamarckismo, $ 1201 

Lamelle stromali, $ 939 

Lana, micrografia elettronica, Fig. 7.26 

Lands, W., S 1041 

Landsteiner, K., $ 433 

Langerhans, isole di, $ 1790 

Lanosterolo, $ 1022, Fig. 23.45, $ 1023 

Laser, $ 949 

Latirismo, S 240 
a-latrotossina, $ 1823 

o a, $ 206, $ 915 

Lattasi, $ 375 

Lattato, % 661, $693, Fig. 16.22, $ 693, 
$ 1114, $ 1136 

— ciclo di Cori, $ 912 

— deidrogenasi (LDH), $ 2 
S 693, Tab. 30.10 

—— isozimi, $ 277, $ 694 

—— meccanismi, $ 693-694 

—— stereochimica, $ 693 

—— struttura ai raggi X. Ò 694 

—— struttura quaternaria, $ S 277, Fig. 7.61 

— gluconeogenesi, $ 908, Fig. 21.7 


Tab. 16.1, 
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B-lattoglobulina, $ 124 

Lattosil ceramide, S 1048, Fig. 23.75 

Lattosio, $ 206, $ 375, Fig. 10.12, $ 1312 

— induzione da enzimi metabolizzanti, 
$ 1312 

— permeasi, S 797. $ 798, S 801-802, 

$ 1312; vedi anche galattoside permeasi 

—— gradiente protonico, $ 801 

—— stati conformazionali, $ 802 

— sintasi, S 206, $ 915 

— sintesi, Fig. 21.12 

— trasporto, $ 801 

Lattosio, intolleranza al, $ 375 

Lavoisier, A.L.. $ 844, $ 938 

Lavoro, $ 70, S 79 

— energia libera e, $ 79 

LCAT, vedi lecitina colesterolo acil tran- 
sferasi 

LDH, vedi lattato deidrogenasi 

LDL, lipoproteine a bassa densità, Tab. 
11.6, $ 455-460, $ 1024, $ 1025, $ 1028 

— e malattie cardiovascolari, $ 460 

LDL, recettore, S$ 455, $ 458, $ 1024, 
$ 1028, $ 1029 

— esoni, $ 1642 

Le Chatelier, principio di, $ 81 

— e stato stazionario, $ 654 

Lecitina, $ 405, $ 454, Fig. 11.48, vedi an- 
che fosfatidilcolina 

— colesterolo acil transferasi (LCAT), 
$ 454 

Lectina, $ 3 

Leder, P., $_139 

Lederberg, E. $ 1564 

Lederbers, J., $S 

Legame, i 

— ad salta energia», $_628 

— carbonio-carbonio, S_ 613, S_ 929-932 

— crociati, $_ 278 

— doppi, CC, $ 610 

fosfoestere, $ 624, Fig. 15.18 

—— fosfoanidridico, $ 624, Fig. 15.18 

—— ad alta energia, S_628 

— glicosidici, S_ 369 

— idrogeno, S47TAO, S_262, S 1248 

—— negli acidi nucleici, $ 1229, S 1248 

—— nei complessi enzima-substrato, $ 466 

—— nei foglietti 8, $ 228-229 

—— nell'acqua, $_47 

—— nelle a-cliche, $_ 224, Fig. 7.13 

—— nelle proteine, S_ 262 

— isopeptidico, $_ 1470, $ 1705 

— N-glicosidici, Fig. 10.29 

— O-glicosidici, $ 391, Fig. 10.30 

— ossigeno, per mezzo dell'emoglobina, 
$ 313-317 

— peptidici, $ 91, $ 96-97, S 218 

—— reazioni. specifiche alla rottura, 
$ 182-185 

—— suscettibile, $ 183 

— recettoriale, $ 1807 

—— studi di competizione. $ 1808 

— ricchi in energia, $ 628 

— scissione 

—— eterolitica, Fig. 15.4, $ 607 

—— omolitica, Fig. 15.4, S 607 

— taglio PLP-dipendente, $ 1070 

— topologico, Fig. 28.34 

Legemoglobina, $ 215, $ 1108 


| 
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Legumi, noduli delle radici, Fig. 24.51, 
S 1108 

Lehninger, A. S 845. $ 989 

Leloir, L., $ 734, S_9IS 

Lesch-Nvhan, sindrome di, $ 1161. S 1192 

Letsinger, R., S_ 129% 


Letteratura biochimica, S_57-0 
Lettura e correzione. S_1410, SUIT 
— dalla DNA polimerasi I, $ 1484 


— cinetica, $ 1447 

Leu, operone, Tab. 29.1 

Leucemia, $ 1185 

Leucina, Tab. 4.1, S$ 93, $ 1077, S 1103 

— amminotransferasi, Fig. 24.46 

— biosintesi, $ 1111, Fig. 24.46 

— cerniera di, $ 1663 

— degradazione, $ 1073, Fig. 24.15 

— encefalina, $ 1805 

— zipper, $ 1663-1665 

Leucocita, $ 1218 | 

Leucodistrofia metacromatica, Fig. 23.75 

Leucoplasti, Fig. 1.9 

Leucosi aviaria, virus della, S$ 1697 

Leucotrieni (LT), S 1131, $ 1035, 
S 1037-1038, Fig. 24.34, $ 1037 

— A; idrolasi, Fig. 23.62 

— di serie-5, $ 1038 

— sintesi, Fig. 23.62 

Leupeptina, $ 598 

Levine, P., $ 1224 

Levinthal, C., $ 288 

Levitt, M., $ 564 

Levorotatorie, molecole, $ 100 

Lewis, E.B.. $ 1682 

Lewis, G., $ 56 

Lewisite, S 843 

LexA, proteina, $ 1522, Fig. 31.32, $ 1584 

LevA, gene, $ 1522, Fig. 31.32 

LH, vedi ormone luteinizzante 

Li*, nel trattamento della depressione, 
S 1814 

Liasi, Tab. 12.3 

Liebig, J.. $ 465 

Lienhard, G., $ 547 

Lievito 

— alcol deidrogenasi (YADH), $ 467, Tab. 
16.1, $S 698 

— cromosoma artificiale (YAC), $ 1299, 
$ 1303 

— stercospecificità, $ 467 

Li-Fraumeni, sindrome di, $ 1699 

Ligandi, $ 140, $ 315, $ 1808 

— e legame dei. recettori, $ 1808 

Ligasi, Tab. 12.3 

Lignina, $ 376 

Linea germinale, ipotesi, $ 1733 

Lineweaver, H., $ 490 

Lineweaver-Burk, grafico, Fig. 13.9 

— con inibitore misto, Fig. 13.13 

— per inibizione competitiva, Fig. 13.11 

— per inibizione non competitiva, Fig. 
1312 

Linfociti, $ 1719, $ 1723, S 1728 

— B, vedi cellule B 

— 1, recettori per l’antigene, $ 1742-1744 

Linfoma, $ 1695 

Lipasi, $ 983 

— lipoproteica, $ 986 

Lipidi, $ 23, $ 400-417 
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— accumulo di, malattie da, $ 1049 

— aggregati, proprietà, $ 409-417 

— assorbimento intestinale, $ 985 

— biosintesi. $ 840, $ 1014-1015, Fig. 
23.32, S 1017-1024, $ 1039-1049 

— classificazione, $ 400-408 

— di deposito, vedi triacilgliceroli 

— digestione, $ 982-984 

— doppi strati, $ 414-417 

— marini, $ 1038 

— metabolismo, $ 981-1049 

— trasporto nel sangue, $ 986 

Lipidosi solfatidica, Tab. 23.2 

Lipmann, F., $ 625, S 809, $ 926, $ 1472 

Lipoamide, $ 812, Fig. 19.4, $ 1069, $ 1076 

— deidrogenasi, vedi diidrolipoil deidro- 
genasi 

— nel complesso piruvato deidrogenasi, 
$ 812 

Lipoillisina, braccio, $ 813 

— funzione, $ 813 

Lipoossigenasi, $ 1037 

Lipopolisaccaridi, $ 390 

Lipoproteina lipasi, $ 453, $ 986, $ 1015 

Lipoproteine, $ 449-460 

— a bassa densità, vedi LDL 

— a densità intermedia, vedi IDL 

— a densità molto bassa, vedi VLDL 

— ad alta densità, vedi HDL 

— complessi di, $ 1024 

— disfunzione, $ 457-460 

— funzione, $ 452-456 

— proteine, Tab. 11.6 

— struttura, $ 450-451 

Liposomi, $ 413-417 

— trasporto di composti chimici, $ 414 

B-lipotropina, Fig. 33.52 

y-lipotropina, Fig. 33.52 

Lipscomb, W., $ 474 

Lisato, $ 105 

Lisi, $ 105 

— osmotica, $ 113 

Lisidina (L), Fig. 30.13, $ 1408 

Lisil idrolasi, $ 1464 

Lisil idrossilasi, $ 1464 

Lisil ossidasi, $ 240 

Lisina, Tab. 4.1, S 95, S 1077, $ 1102, 
$ 1408 

— biosintesi, $ 1101, $ 1102, Fig. 24.45 

— degradazione, $ 1077 

Lisinonorleucina, $ 243 

Lisofosfolipidi, $ 983 

Lisolecitina, $ 454, Fig. 11.48 

Lisosio, Fig. 10.1 

Lisosomi, $ 16, Fig. 11.51, $ 441, $ 447, 
$ 1468, $_ 1469 

— idrolasi, $ 447 

Lisozima, $ 105, S 206, $ 388, S 550-564, 
$ 608 

— angoli di torsione, Tab. 7.7 

— complessi inibitori, $ 551 

— complesso con frammenti FAB, $ 1731 

— complesso (NAG); d-lattone, $ 564, Fig. 
14.17 

— del batteriofago T4, $ 266 

— etilazione del trietossonio fluorobora- 
to, $ 559 

— funzione, $ 550 

— identificazione del sito catalitico, $ 553 
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— idrolisi del poli (NAG), $ 552 

— interazione con il substrato, $S 5 
14.12 

— intermedio glicosil-enzima, S 556 

— meccanismo catalitico, S 554-556 

— meccanismo di Phillips, $ 556-564 

— residui catalitici, $ 553, $ 558 

— ruolo dello stiramento, $ 563 

— sito di legame, $ 552 

— stiramento sterico, S 564 

— struttura, $ 551-553 

—— primaria, Fig. 14.9 

—— ai raggi X, $ 551, Fig. 14.10 

— substrati, $ 553, Fig. 14.12 

Litico, ciclo, S 1565-1568 

— assemblaggio dei virus, $ 1569-1574 

— escissione del DNA, S 1576 

— espressione dei geni, $ 1576-1568 

— replicazione del DNA, $ 1568 

Little, J., $ 1522 

Loewenstein, W., $ 436 

London, fase di dispersione di, $ 261 

Lord, R., $ 1247 

Lovastatina, $ 1028, Fig. 23.50 

Lowenstein, J., $ 1189 

Lowry, T., $ 56 

LT, vedi leucotrieni 

Lu, P., $ 1581 

Luce 

— assorbimento, $ 942-946 

— complessi che raccolgono (LHC), $ 945, 
$ 962 

— interazione con la materia, $ 943-944 

— reazioni alla, $ 938-965 

— spettro di assorbimento, $ 943 

Lupus eritematoso sistemico, $ 1368 


53, Fig. 


M 


M, disco, $ 1759, Fig. 34.43, $ 1761 

M, fase, $ 1056, S 1606 

M, proteina, Tab. 34.4, $ 1761 

Mi, vedi matrice della proteina 

mala, vedi 1-metiladenosina 

M2, Tab. 32.2, $ 1588 

mig, vedi N°,N°-dimetilguanosina 

mC, vedi 3-metilcitidina 

MGP, recettori, $ 924 

m°g. vedi N°-metilguanosina 

MAC, vedi membrana di attacco, comples- 
SO 

MacLeod, C., $ 1219 

Macroautofagia, $ 1469 

Macrofago, $ 1720 

Macrofibrille, $ 232 

Macromolecole, $ 23 

Mais, contenuto di nicotinamide, $ 471 

Makowski, L., S 437, S 1704 

Malaria, $ 196, $ 435 

— distribuzione, Fig. 6.13 

— resistenza alla, S 196, $ 935 

Malathion, $ 569 

Malato, $ 479, Fig. 19.1, $ 808, $ 831. 
S 1001, Fig. 23.29, $ 1021, Fig. 2 

— aspartato, shuttle, $ 851, Fig. 20. 

— a-chetoglutarato, trasportatore, Fig. 
20.7 

— deidrogenasi, $ 808, $ 831, $ 851. $ 907. 


$977 


S 913, Fig. 22.30, $ 1021, Fig. 23.29, 
Fig. 24.7 

—— decarbossilazione, vedi enzima ma- 
lico 

—— stereochimica, $ 831 

— sintasi, $ 913, Fig. 21.10, $ 913 

— trasporto mitocondriale, $ 907, Fig. 
21.6 

Malattia, e 

— autoimmune, $ 1368, $ 1723 

— delle urine a sciroppo d’acero, $ 1076 

— giamaicana del vomito, $ 992 

— cardiovascolari, $ 896 

Maleato, $ 479 

Maleilacetoacetato isomerasi, Fig. 24.19 

Malonato, S 507, $ 808, $ 809, $ 828 

Malonil-ACP, Fig. 23.26 

Malonil-CoA, $ 1007 

— ACP transacetilasi, Fig. 23.27 

— come precursore degli acidi grassi, Fig. 
23.26 

— sintesi, $ 1008 

Maltosio, $ 375, Fig. 10.12 

— fosforilasi, $ 524 

Maltotriosio, $ 379 


. Maniatis, T., $ 1367 


Mannitolo, Tab. 18.1 

Mannosio, Fig. 10.1, S$ 365, $ 720, Fig. 16.7 

— 6-fosfato, $ 921 

—— come marcatore di riconoscimento, 
SAT 

— metabolismo, $ 720 

Mappa, e 

— citologica, $ 1616 

— conformazionale, vedi Ramachandran, 
grafico di 

— dei cromosomi batterici, $ 1213 

— di densità elettronica, Fig. 7.38 

— genetiche, $ 1209, Fig. 27.11, Fig. 27.18, 
$ 1041 

—— batteriche, $ 1215 

— peptidiche, vedi fingerprinting 

Mappatura trasduzionale, S 1215, $_ 1387 

Marcatura 

— chimica, $ 619 

— della superficie nelle proteine di mem- 
brana, S 421 

— differenziale, $ 868 

— isotopica, $ 620-622 

— per affinità, $ 570, $ 675. S 1426 

— per fotoaffinità, $ 1426 

Marfans, sindrome di, $ 242 

Margoliash, E., $ 200 

Margulis, L., $ 15 


Marmur, J., $ 1240 
Martin, A., $ 133 


Martins, C., $ 809 

Massa molecolare, $ 5 

— determinazione per cromatografia per 
gel filtrazione, $ 137, Fig. 5.13 

— determinazione per sedimentazione, 
$ 163 

— determinazione SDS-PAGE, Fig. 5.27 

Massev, V., $ 592 

Mastociti, $ 1037 

Matrice, $ 15, $ 846, Fig. 20.2 

— proteina della, (M;), $ 1588, Tab. 32.2 

Matthaei, H., $ 1389, $ 1393 

Matthews, B., Fig. 22.8, $ 1581 


Maxam, A., $ 1282 

Maxam-Gilbert, metodo di, vedi taglio chi- 
mico, metodo 

Mayer, R., $ 938 

MCAD, vedi acilCoA deidrogenasi 

McaArdle, malattia di, $ 734, S 759 

— e ADP, Fig. 17.17 

McCarty, M., $ 1219 

McClintock, B., $ 1532 

McKnight, S., $ 1663 

MCPA-CoA, vedi metileneciclopropilacetil- 
CoA 

Meandri 8, Fig. 7.47 

Meccanismo, i 

— aconitasi, $ 821-822 

— aldolasi di classe I, $ 672, Fig. 16.9 

— aldolasi di classe II, $ 672 

— ATP sintasi, traslocazione di protoni, 
S$ 884, Fig. 20.29 

— carbammil fosfato sintetasi I, Fig. 24.5 

— carbossipeptidasi, Fig. 14.32 , 

— casuale, $ 516 ° 

— 8-chetoacil-CoA deidrogenasi, $ 990, 
$ 992 

— citrato sintasi, Fig. 19.7 

— del 3-amminolevulinato sintasi, Fig. 
24.26 

— del repressore lac, $ 1345 

— del ribulosio bisfosfato carbossilasi- 
ossigenasi, S 970, Fig. 22.28 

— del ribulosio-5-fosfato epimerasi, Fig. 
21.25 

—— isomerasi, Fig. 21.25 

— del timidilato sintasi, $ 1182 

— dell'emoglobina, $ 324-340 

— della chinoreninasi (PLP-dipendente), 
Fig. 24.18 

— della lipoossigenasi, Fig. 23.61 

— della ribonucleotide reduttasi, $ 1178, 
Fig. 26.12 

— della serina deidratasi, Fig. 24.9 

— della sintasi degli acidi grassi, $ 1010 

— della tirosi-tRNA, sintetasi, Fig. 30.18 

— della xantina ossidasi, $ 1190 

— delle amminotransferasi, $ 1056 

— delle argininosuccinato sintetasi, Fig. 
24.6 

— delle reazioni Bi Bi, $ 316 

— di trasposizione, $ 1534. Fig. 31.50 

— discriminazione tra, a due substrati, 
$ 519-522 

— enolasi, $ 687, Fig. 16.18 

— esochinasi, $ 668 

— fosfoenolpiruvato 
$ 904-905, Fig. 21.4 

— fosfofruttochinasi, $ 670 

— fosfoglicerato chinasi, $ 681, Fig. 16.12 

— fosfoglicerato mutasi, $ 682-683 

— fosfogluco mutasi, Fig. 17.4 

— fosfoglucosio isomerasi, Fig. 16.6 

— fosfotransferasi, sistema, $ 796, Tab. 
10.2 

— fumarasi, $ 829-830 

— gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, 
$ 680, Fig. 16.11 

— glicogeno fosforilasi, $ 726 

— glutatione reduttasi, $ 594-596, Fi 
14,29 


carbossilasi, 
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— isocitrato deidrogenasi, $ 823 

— lattato deidrogenasi, $ 693-694 

— lisozima, $ 554-564 

— metilmalonil-CoA mutasi, $ 1000, Fig. 
23.18 

— (Na*-K+) ATPasi, $ 786-791 

— piruvato carbossilasi, $ 904 

— piruvato chinasi, $ 689-690, Fig. 16.19 

— piruvato decarbossilasi, $ 696 

— reazioni organiche, $ 606-613 

— RNasi A, $ 536, Fig. 14.3 

— sequenziali, $ 522 

— serina proteasi, $ 574-581 

— succinil-CoA sintetasi, $ 825, Fig. 19.9 

— transaldolasi, $ 931 

— transchetolasi, $ 931 

— triosiofostato isomerasi, $ 674 

Megacariociti, $ 1703 

Meiosi, $ 1204, Fig. 27.3 

Meister, A., $ 1093 

Melanina, $ 1082 

Melizitosio, $ 398 

Membrana, e, $ 418-448 

— biologiche, Tab. 11.3, Tab. 11.4 

— cellulare, $ 4 

— complesso di attacco alla, $ 1751, Tab. 
34.3, $ 1754 

— composizione, Tab. 11.3, Tab. 11.4 

— dell'eritrocita, $ 428-432 

— funzioni, $ 399 

— lipidi, S$ 427, $ 439 

—— distribuzione asimmetrica, $ 427, Fig. 
11.38 

—— sintesi, $ 439 

— macchie purpurce, $ 423 

— mitocondriale esterna, Fig. 20.2, Fig. 
S3 

— mitocondriale interna, Fig. 20.2, Fig. 20.3 

— motdello del mosaico fluido, S 425-427 

— organizzazione, S_ 438-459 

— permeabilità, $_ 768 

— plasmatica, $ 4, $ 1461 

— potenziale, S 769, $ 876 

— proteine di, S 419-423, S 445 

—— batteriche, SH 

—— sintesi, S 4539 

—— stabilità, S 420 

— trasporto attraverso, S_767-803 

Menachinone (vitamina Ki), S_ 948, Fig. 
34.10 

Menadione (vitamina Ky), Fig. 34.10 

Mendel. G.. $_ 1206 

Menten, M., $S 495 

2-mercaptoctanolo, S_177, Tab. 6.3 

B-mercaptoetilammina, Fig, 19.2, vedi an- 
che cisteammina 

6-mercaptopurina, S_ 1199 

Meromiosina 


— leggeva (LMAI), $ 1759 
— pesante (HIMM), $ 1759 


Merozigote, $ 1213 

Merrifield, B., S 208 

Mertz, J., $ 1300 

Meselson, M., $ 1231, S 1316, $ 1476 

Meselson-Stahl, esperimento di, $ 1231, 
Fig. 28.7 

Mesofillo, cellule, $ 977 

Mesosomi, S 4 


Messaggero, secondo, $ 749, S 1806-1815 


— Ca?*, $ 744 

— CAMP, $ 745-746, $ 1691, Fig. 33.70 

— sn-1,2-dicilglicerolo, $ 1813 

— fosfatidilinositolo-5-bisfosfato, $ 1813 

met, repressore, $ 1352 

Met-tRNAM®, $ 1436 

Metabolico, i, e 

— adattamento, $ 1136-1139 

— controllo, termodinamica, $ 655-657 

— cumulo degli intermedi, $ 615-616 

— evoluzione, $ 36, $ 691 

— flusso, controllo, $ 701-714 

— inibitori, $ 615 

— interrelazioni, Fig. 25.2 

— irreversibilità, $ 602 

— livelli di comprensione, $ 614 

— localizzazioni cellulari, $ 605 

— mappa, Fig. 15.1 

— prima tappa di comando, $ 604 

— processi, $ 25 

— regolazione, $ 604 

— vie, $ 22, $ 601-606 

Metabolismo, $ 599, $ 623 

— aerobico, $ 892 

—— vantaggi, $ 893 

— anaerobico, $ 892 

—— vantaggi, $ 894 

— approcci sperimentali, $ 614-625 

— energetici, $ 1112-1121, Fig. 25.1 

— errori innati, $ 1211 

— meccanismi delle reazioni organiche, 
$ 606-613 

— studi con NMR, $ 623 

— vie principali, $ 1112-1121 

Metaboliti, $ 601 

— degradazione, Fig. 15.3 

Metacistina, vedi cisteina 

Metaemoglobina (met Hb), $ 312 

Metaemoglobinemia, S_ 345 

Metalloenzimi, S 540 

Metallotioneina, I. Ia, S_1657 

Metamioglobina (met MB), $ 312 

— reduttasi, $ 312 

Metastasi, S_ 1686 

NS NO metenilTHF, Tab. 24.1, Fig. 24.38 

— cicloidrolasi, Fig. 24.38 

— reduttasi, Fig. 24.38 

a-metilacetoacetil-Co/\, Fig. 24.15 

N'metil-dA, $ 1226 

3-metiladenina, $ 1518 

9-metiladenina, Fig. 28.23, Fig. 28.25 

Nfmetiladenina, $ 1538 

i-metiladenosina (m'A), Fig. 30.13 

Metilalacrilil, Fig 24.15 È 

Metilasi 

— Dam, $ 1538 

— di modificazione, $ 1277 

— Dme, $ 1538 

Metilazione, analisi dei carboidrati per, 
S 373 

— di mantenimento, $ 1541, Fig. 31.53, 
$ 1651 

3-metilcitidina (mC), Fig. 30.13 

5-metilcitosina, $ 1538 

8-metilerotonil-CoA, Fig. 24.15 

S-metil-dC, S 1226 

NN °-metilenebisacrilamide, $ 154 

Metileneciclopropilaceti-CoA (MCPA- 
CoA), $ 992, Fig. 23.10 
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N5,N10-metilene-THF, $ 1069, $ 1094, Fig. 
24.38 

— reduttasi, Fig. 24.38 

B-metilglutaconil-CoA, Fig. 24.15 

— carbossilasi, Fig. 24.15 

Metilglucosidi, Fig. 10.8 

2-metilguanina, $ 1374 

T-merilguanina, Fig. 28.52 

O5-metilguanina, $ 1515 

O5-metilguanina-DNA metil transferasi, 
S 1515 

N°-metilguanosina (m’g), Fig. 30.13 

a-metil-8-idrossibutirril-CoA, Fig. 24.15 

Metilmalonato semialdeide deidrogenasi, 
Fig. 24.15 

Metilmalonil-CoA, $ 612, $ 999, Fig. 23.14, 
Fig. 26.26 

— come inibitore della carnitina palmi- 
toil transferasi, $ 1016 

— mutasi, $ 612, $ 1000, Fig. 23.18 

—— meccanismo, $ 1000 

— racemasi, $ 1000 

Metil-p-nitrobenzene sulfonato, $ 581 

N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina 
(MNNG), $ 1515 

Metilpropionil-CoA, $ 1003 

O°-metilribosio, $ 1373. 

Metilsilicone, $ 30 

N5-metil-THF, $ 1074, Fig. 24.14, Tab. 
24.1, Fig. 24.38, $ 1094 

1-metiltimina, Fig. 28.23 

4-metillumbelliferil-8-1-N- 
acetilglucosammina, $ 1049 

4-metilumbelliferone, S 1049 

MetioniltRNA sintetasi, $ 1406 

Metionina, Tab. 4.1, $ 93, $ 1073, $ 1102, 
$ 1185 

— adenosil transferasi, Fig. 24.14 

— biosintesi, Fig. 24.39, $ 1111, Tab. 24.3, 
Fig. 24.45 

— degradazione, $ 1074 

— encetalina, $ 1805 

Metotrexato, S 445, $ 506, $ 1185, $ 1634, 
Fig. 34.19 

Metzler, D., S 1054 

Mevalonato, $ 1019 

— -5-fosfotransferasi, $ 1019 

Mevanolattone, S_ 1027 

Mevinolina, $_ 1028 

Meverhof, O., $ 663 

MHC (complesso di istocompatibilità mag- 
giore), $ 1720, $ 1745-1749 

— geni e malattie, $ 1749 

— proteine, $ 1720 

—— Classe I, $ 1720. Fig. 34.13, $ 1746, 
$ 1748 

—— Classe II, S 1720, Fig. 34.13, $ 1748 

—— polimorfismo, $ 1749 

Miastenia grave, S 1723 

Micelle, $ 52, S 410-411 

— concentrazione critica (cme), $ 410 

Michaelis, complesso, $ 496 

— costante (Ky;}, 496 

—— significato, $ 498 

— e serina proteasi, $ 573, Fig. 14.24 

Michaelis, L., $ 495 

Michaelis-Menten, equazione, S 495-498 

— dipendenza dal pH. $ 512 

— per inibizione competitiva, S 507 
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— per inibizione incompetitiva, $ 509, 
$ 510 

— per inibizione mista, $ 310, $ 527 

— per le reazioni reversibili, $ 502-505 

Michel, H., $ 948 

Michell, R., $ 1813 

Micoplasmi, $ 9, $ 408 

Microautofagia, $ 1469 

Microcorpi, $ 17 

Microeterogeneità, nelle glicoproteine, 
S 384, Fig. 10.31 

Microfilamenti, $ 18, $ 1775 

— actina nei, $ 18, $ 1775 

Bx-microglobulina, $ 1746 

Microscopia a contatto, elaborazione com- 
puterizzata di immagini con, S 1782 

Microsomi, $ 1420 

Microtubuli, $ 18, $ 1777, S 1780 

— formazione, $ 1778 

—t— inibitori, $ 177 

—— instabilità dinamica, $ 1778 

—— richiesta di GTP, $ 1778 

— schieramento 9+2, $ 1780 

— struttura ai raggi X, Fig. 34.64 

— tubulina nei, $ 18, $ 1777 

Microvilli, $ 42, $ 1775 

Mielina, $ 406, $ 1820 

Mieloblastosi aviaria, virus della, $ 1512 

Mieloma, $ 117 


— multiplo, $ 1727, Fig. 34.19 
— proteine, $ 1727, Fig. 34.21 
Miescher, F., $ 1218 


Migrazione della ramificazione, nel cros- 
sover, $ 1529 

Miles, E. $ 1105 

Miller, S., $ 32 

Milstein, C., $ 442, $ 1728 

Milza, funzione, $ 432 

Mineralocorticoidi, S 

Minicromosomi, Fig. 30 

Minot, G., $ 1002 

Mio-inositolo, $ 370 

Mioadenilato deamminasi, deficienza di, 
$ 1189 

Miocardio, infarto, $ 457, S$ 896 

Miochinasi, vedi adenilato chinasi 

Mioemeritrina, Fig. 5.5, S_ 1732 

Miofibrille, Fig. 34.43 

— assemblaggio, $ 1761 

— banda A, Fig. 34.43, $ 1758 

— banda I, Fig. 34.43, $ 1758 

— dischi M, $ 1758 

— dischi Z, $ 1758 

— ponti trasversali, Fig. 3444, S 1758 

— sarcomero delle, $ 1758 

—— filamenti, $_ 1758-1760 

— zona H. $ 1758 

Mioglobina, S 205. $ 252, Fig. 7.52,S 774. 
S_ 1084 

— curva di dissociazione di Ou, Fig. 9.3 

— diffrazione ai raggi X, Fig. 7.37 

— forma met, $ 312 

— funzione fisiologica, $ 311 

— grafico di Hill, Fig. 9.4 

— legame O.. Fig. 9.12 

— mappa della densità elettronica. Fig. 
7.38 

— movimenti di respirazione, Fig. 8.9. 
$ 298 


I numeri 
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—_ Pso S 314 

— sequenze amminoacidiche, Tab. 9.1, 
$ 326 

— simulazione dinamica, Fig. 8.10 

— stereodiagramma, Fig. 7.40 

— struttura, $ 326-329 

— struttura ai raggi X, Fig. 9.11, $ 326 

Miosina, $ 18, $ 1759, $ 1772, $ 1774-1776 

— ATPasi, funzione, $ 1766 

— catene leggere LC1, $ 1759 

— catene leggere LC2, $ 1759 

— catene pesanti, $ 1759 

— chinasi della catena leggera, $ 1772 

— fosfatasi della catena leggera, $ 1772 

— microfotografia elettronica, Fig. 34.45 

— nelle cellule non muscolari, $ 1774-1776 

— teste, $ 1767 

Miscele racemiche di proteine, $ 113 

Mitchell, P., $ 874, $ 963 

Mitocondri, $ 15, $ 845-851 

— anatomia, $ 846, Fig. 20.2 

— codice genetico, Tab. 30.3 

— creste, $ 15, S 846, Fig. 20.2 

— funzione metabolica, $ 845 

— macchinario genetico, $ 846 


. = matrice, $ 15, $ 846, Fig. 20.2 


— membrana, $ 847, $ 848, $ 851 

—— interna, S 846 

— respirazione, Fig. 20.11 

— sistema di trasporto, $ 848-851 

— spazio intermembrana, $ 15 

— stato di riposo, Fig. 20.11 

— trasporto dell’acetil-CoA dei, nel cito- 
sol, $ 1011 

Mitogeni, $ 1506, $ 1691 

Mitosi, $ 1203, Fig. 27.2, $ 1776 

— anello contrattile, $ 1776 

— solco di divisione, $ 1776 

MM3, gene, $ 1683, Fig. 33.64 

MNNG,. vedi N-metil-N-nitro-N-nitroso- 
guanidina si 

MO-10, gene, Fig. 33.64 

Mobilità, $ 771 

— celettroforetica,-$S 151 

— ionica. Tab. 2.2 

Modello MWC, allosterismo, $ 353 

Modello sequenziale, $ 356-357 

Modificazione, i 

— covalente, S 704, $ 910, $ 1463-1464 

— ‘demodificazione, reazioni, S_740 

— ospite-specifico, $ 1277 

— postraduzionali, $ 442, $ 1458, $ 1464, 
S 1672 

—— covalenti, $ 1463-1464 

—— taglio proteolitico, $ 1463-1464 

— postrascrizionali, $ 1361 

Modulatore, $ 351 

Molecolarità, $ 483 

Molecole 

— anfipatiche, doppio strato, Fig. 2.7, 
$ 409-417 

—— diffusione laterale, $ 415 

—— diffusione trasversale, $ 415 

—— fluidità, S 415, S 416 

—— impermeabilità, $ 414 

—— temperatura di transizione, $ 416 

—— transizione ordine-disordine, $ +16, 
Fig. 11.17 

— attive alla superficie, $ 67 


— forma delle, determinazione, $ 164 

— ibride, $ 277 i 

— rotazione specifica, $ 100 

Monensina, $ 779, Fig. 18.9 

Monera, vedi procarioti 

2-monoacilglicerolo, Fig. 23.32, Fig. 23.35 

— aciltransferasi, Fig. 23.32 

Monod, J., $ 1314 

Monogalattosil diacilgliceroli, $ 940 

Monosaccaridi, S 364-371 

— classificazione, $ 365 

— configurazioni e conformazioni, 
S 366-368 

— derivati degli zuccheri, $ 369-371 

Moore, P., $ 1425 

Moore, S., $ 180 

Morbo celiaco, $ 1749 

Morfina, S 1805 

Morfogeni, $ 1675 

Morgan, T.H., $ 1208 

Mosaico fluido, modello, $ 424-427 

Mostarda azotata, $ 1384 

Moti intermolecolari, arresto, $ 546 

Motilità, S 1757-1786 

Motivo 9 + 2, S 232, Fig. 7.25, $ 1780, Fig. 
34.66 

Movimento ciliare, $ 1777-1781 

— e ATP, $ 1781 

mRNA (RNA messaggeri), $ 1223, $ 1309, 
S 1315-1316, $ 1362, $ 1363, $ 1391 

— code di poli(A), $ 1364 

— degradazione, $ 1338, $ 1670 

—— selettiva, $ 1670 

— direzione di lettura, $ 1430 

— e cap, $ 1363 

— isolamento per cromatografia per af- 
finità, $ 1257 

— legami ribosomiali, $ 1434-1436 

— mascheramento, $ 1457, $ 1671 

— metilazione, $ 1370 

— modificazioni postrascrizionali, $ 1361 

— poliadenilazione, $ 1364, $ 1667 

— policistronico, $ 1315, $ 1357 

— processi di modificazione, $ 1362-1371 

a-MSH, vedi ormone stimolante a- 
melanocita 

y-MSH, vedi ormone stimolante y- 
melanocita 

Mspl endonucleasi di restrizione, $ 1540 

Mucina, S 393, $ 923 

— sintesi, $ 923, Fig. 21.21 

Muco, $ 393 

Mucopolisaccaridi, vedi glicosamminogli. 
cani 

Mucoproteine, vedi proteoglicani 

Mucosa gastrica, $ 795 

Miiller-Hill, B., $ 1342 

Mureina, vedi peptidoglicani 

Murphy, W., S 1002 

Muscarina, S 1821 

Muscolari, fibre 

— lente, $ 700 

— veloci, $ 700 

Muscolo 

— cardiaco, $ 1771 

—— metabolismo, $ 1127 

— come riserva di energia, $ 1124, Tab. 
Rai 

— contrazione, S$ 1124, $ 17641770 
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—— controllata da Ca?*, $ 744, 
$ 1769-1780 
—— controllo, $ 1768-1770 
—— e impulso nervoso, $ 1770 
—— impulso di forza, $ 1767 
—— meccanismo, $ 1764-1767 
—— modello del filamento che scorre. 
$ 1768 
—— modello della barca a remi, $ 1767 
— controllo della glicolisi, $ 705 
— deficienza di fosfofruttochinasi, $ 761 
— deficienza di fosforilasi, S$ 759 
— fatica, $ 1126 
—— cause, $ 694 
—— funzioni fisiologiche, $ 1136 
—— origini, $ 1136 
— flusso metabolico anaerobico, $ 1124 
— liscio, $ 1771-177 
— metabolismo, $ 1124-1127 
— striato, $ 1757-1763 
Mutagenesi 
— chimica, $ 1383-1385 
— sito-specifica, $ 1291, Fig. 28.58 
Mutageni, $ 617 
Mutante, i $_ 1679 
— auxotrofi, $S 617 
— controllo rilassato, $S_ 1360 
Mutarotazione, $_ 367 
— catalisi, $ 535 
Mutasi, definizione, S_ 682 
Mutazione, i 
— anteriorbitorar, $ 1769 
— bicaudal, S_1679 
— bitorax, $S_ 1769 
— costitutiva, S_1314 
— della cornice di lettura, S_1386 
—— soppressione, $ 1419 
— diceplialie, $_A679 
— engratled, S_1GFO 
— fushi tarazu, $_ 1679 
— inserzione/delezione, S_1383, S_1385 
— missenso, soppressione, S_LE19 
— nonsenso, soppressione, S_LHIS-1LHO 
— postbitorete, S_1769 
— puntiforme, S_203, S_1383, S_1384 
— Rachiterata, S_IGB4 
— snake, S_1769 
— somatica, ipotesi, S_1733, 
— temperatura-sensibile, S_290 
— transizione, S_1385 
— trasversione, S_1385 
— velocità, $_203 


N 


nm n n proteine, Tab. 31. 

NA. vedi neuroamminidasi 

Nat canali, S_1819 

Na*-simporto, glucosio, S_798 

(Na*-Ca*) antiporto, cardiaco, $_791 

{Na*-K*LATPasi, $S 786-791, S 1123, $ 1817 

— funzioni, $ 788 

— inibizione da glicosidi cardioattivi, 
$ 791 

— meccanismo, S 788-790 

— stati conformazionali, S 788 

NAD* (nicotinamide adenin dinucleoti- 
de, ossidata da), $ 255, Fig. 7.46, Fig. 


12.2, $ 1119, Fig. 26.27 

— ciclo dell'acido citrico, Fig. 19.1, $ 811 

— faccia A, $ 680 

— faccia B, $ 680 

— pirofosforilasi, $ 1195 

—— chinasi, $ 1195 

—— sintetasi, $ 1195 

— produzione di ATP, $ 832 

— reazioni, DNA ligasi, $ 1493, Fig. 31.14 

— rigenerazione per fermentazione. 
S 662-665, $ 692-698 

— stereospecificità di trasferimento di 
idruri, $ 680, $ 693 

— trasporto mitocondriale, $ 851 

NADH (nicotinamide adenin dinucleoti- 
de, ridotta da), $ 255, Fig. 12.2, $ 854, 
$ 1114, $ 1118 

— citocromo b;-reduttasi, $ 1012 

— coenzima Q reduttasi, vedi complesso 1 

— formazione di ATP, S 855 

— generazione per glicolisi, $ 664-665, 
$ 681 

NADP* (nicotinamide adenina dinucleo- 
tide fosfato, forma ossidata), Fig. 12.2. 
Fig. 26.7 

— nella fotosintesi, $ 941 

NADPH (nicotinamide adenin dinucleoti- 
de fosfato, forma ridotta), Fig. 12.2, 
$ 601, $ 927, $ 1120 

— differenziazione dal NADH, S 925 

— ossidazione, $ 595 

— potere riducente, $ 925 

— produzione per la via del pentosio fo- 
sfato, Fig. 21,22, S 927 

NAG, vedi N-p-acetilglucosammina 

Nanismo, $ 1805 

Naproxen, Fig. 23.60 

Nathans, D. S_1277 

Nernst-Planck, equazione di, $_T71 

Nerst, W., $ 647 

— cquazione di, S_ 646-647, $S_650 

Nervi miclinizzati, S_1819 

Nessina, S_1780. Fig. 34.67 

Neuberg, C., S_6653 

Neuramminidasi (NALI S 445, S_1587 

— carboidrati, $_1593, Fig. 3219 

— variazione antigenica, S_1589 

Neuroipofisi, Tab. 34.5, Fig. 34.81, $ 1805 

Neuronale, molecola di adesione {IN-CAM), 
Fig. 34,33 

Neuropeptidi, S_1827 

Neurotossine, S_ 1819 

Neurotrasmettitori, S 569, S 1821 

— amminoacidi ‘come, S 1826 

— inibitori, S_ 1826 

— polipeptidi come, $ 1827 

Neurotrasmissione, S_1806-1827 

Newman, proiezioni di, Fig. 4.18 

Newrock, K., $_ 1609 

Newsholine, E. $ 712, S_ 1014 

Niacina, vedi acido nicotinico 

Niacinamide, vedi nicotinamide 

Nicholson, G., $ 424 

Nick translation, S 1488, S 1493 

Nicotina. $ 1821 

Nicotinamide, $ 467, $ 471, Tab. 12.2, Fig. 
26.27, $ 1453. Fig. 34.88 

— adenin dinucleotide, forma ossidata, ve- 
cdi NADI 
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— adenin dinucleotide fosfato, forma os- 
sidata, vedi NADP* 

— adenin dinucleotide fosfato, forma ri- 
dotta, vedi NADPH 

— adenin dinucleotide, vedi NADH 

— biosintesi, S$ 1194-1195, vedi anche 
NAD*, NADH, NADP* e NADPH 

— coenzimi, $ 471, $ 1195 

— fosforibosil transferasi, $ 1195 

— monucleotide (NMN), Fig. 26.27 

—— reazioni, DNA ligasi, Fig. 31.14, 
S 1495 

Nicotinato, Fig. 26.27 

— adenin dinucleotide, $ 1295 

— fosforibosil transferasi, $ 1195 

— mononucleotide, $ 1195 

Niedergerke, R., $ 1765 

Niemann-Pick, malattia di, Tab. 23.2, Fig. 
2375 

Nierhaus, K., $ 1425 

Nigericina, $ 898 

NIH, spostamento, $ 1081, Fig. 24.22 

Ninidrina, reazioni, $ 134, Fig. 5.10 

Nirenberg, M., $ 1389-1393 

Nitriti, S 1384 

Nitrocellulosa, $ 139, S 1262, S 1303, 
$ 1390 

p-nitrofenilacetato, $ 545 

— idrolisi da chimotripsina. $ 547, Fig. 
14.18 

p-nitrofenildiazonio, $ 1727 

p-nitrofenolato, $ 545 

Nitrogenasi, $ 1108 

— inattivazione da O, S 1108 

3-nitro-2-S-idrossipropionato, $ 830 

Nitrosammine, $ 1384 

NMR (risonanza magnetica nucleare), 
S 244 

Nodi di Ranvier, $ 1820 

Noller, H., $ 1422 

Nomura, M., $ 1424 

Noncooperatività, S 315 

Noradrenalina, S 749, S 886, S 1082, 
S 1092, Fig. 24.33, Tab. 34.5, S 1796 

Norepinefrina, vedi noradrenalina 

Northern blotting, $S 1262 

Northern, trasferimento di, tecnica, 
$ 1262 

Northrop, J.. $ 465 

Novobiocina, $ 1274 

NP, vedi nucleocapside, proteina 

NS,, Tab. 32.2, $ 1588 

NS, Tab. 32.2, $ 1588 

Nucleasi, Fig. 5.18 

— ipersensibilità, $ 1656 

— micrococciche, $ 1610 

— Sl, $ 1621 

— sensibilità, S 1656 

Nucleazione 

— eterogenea, $ 350 

— nel ripiegamento delle proteine, $ 287 

— nella formazione del ghiaccio, $ 392 

— nella formazione di TMV, $ 1549 

— omogenea, $ 350 

— polimerizzazione dell’HbS, $ 349-350 

Nucleo (aggregazione), 

— critico, Fig. 9.28 

— della cellula, $ 2, 


S 
— polimerizzazione, $ 


13 
349 
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— proteico, $ 385 

— ripiegamento, $ 287 

Nucleocapside, $ 1587 

— proteina del (NP), $ 1587 

Nucleofili, $ 607 

— biologicamente importanti, Fig. 15.5. 
S 607 

— proprietà, $ 607 

Nucleoide, $ 5 

Nucleolo, S 13 

Nucleolus, $ 1627, Fig. 33.30 

Nucleoplasmina, $ 1613 

Nucleosidasi, $ 1186 

Nucleosidi, $ 1143 

— difosfato chinasi, $ 636, $ 736, $ 1143, 
$ 1158 

— difosfato (NDP), $ 636, S 1158 

— fosforilasi, S 1186 

—— conformazione anti, $ 1242 

—— conformazione endo, $ 1243 

—— conformazione eso, $ 1243 

—— conformazione syn, $ 1242 

—— ripiegamento dell’anello di ribosio, 
S 1243 

— monofosfato chinasi, $ 1158 

— trifosfato (NTP), $ 636, $ 1158 

Nucleosomi, $ 1610-1613, $ 1655 

— assemblaggio, $ 1613 

— micrografia elettronica, Fig. 33.4 

— particella centrale, $ 1611 

— struttura ai raggi X, Fig. 33.7 

Nucleotidasi, Fig. 26.20, Fig. 26.26 

Nucleotide, i 

— 2’,3, ciclici, $ 536 

— biosintesi, $ 1142-1185 

— degradazione, $ 1186-1193 

— digestione, $ 1186 

— e monosaccaridi, Tab. 26.2, $ 919 

—— ruolo nella biosintesi degli oligosac- 
caridi, Fig. 21.11 

—— ruolo nella biosintesi del saccarosio, 
$ 971 

— fosforilasi, $ 1186 

— metabolismo, $ 1142-1199 

— purinici, ciclo, $ 1189 

— purinico fosforilasi (PNP), $ 1187 

— ripiegamento che lega, $ 256 

— struttura chimica, $ 1142-1143 

Numerazione stercospecifica (sn), Fig. 11.3 

Numero 

— di giri di elica (T), $ 1265 

— di giri di superelica (W), $ 1265 

— di legame (L), $ 1265 

— di triangolazione, $ 1555 

Nus, proteina, $ 1567 

NutL, sito, $ 1567, Fig. 32.25 

NutR, sito, S 1567, Fig. 32.25 


(0) 


Oa, vedi anche ossigeno 

— come accettore di elettroni, $ 609 

— generazione nella fotosintesi, $ 938, 
$ 954-959 

Obesità, S 887, $ 1129 

Ochoa, S., $ 809, $ 1389 

Ogston, A., S 833 

1,25(0H).p, vedi 10,25-diidrossicalciferolo 


Ohm, legge di, $ 155 

Okazaki, R., $ 1481 

— frammenti di, $ 1480, S 1499 
(2',5’)-oligoadenilato sintetasi, $ 1456 
Oligomeri, $ 270, $ 278 
Oligomicina, S 883 


— proteina che conferisce sensibilità all’ 


(OSCP), $ 883 
Oligonucleotidi 
— e Southern blotting, $ 1291 


— mutagenesi sito-specifica, $ 1291, Fig. 


28.58 
— sintesi chimica, $ 1291-1294 
— strumenti diagnostici, $ 1292 
Oligopeptidi, $ 91 
Oligosaccaride, i $ 921-924 


— alto contenuto in mannosio, $ 921, Fig. 


21.18 
— come siti di riconoscimento, $ 924 
— complessi, $ 921, Fig. 21.18 
— con legami N, Fig. 10.29, $ 916-921 
— con legami O-, Fig. 10.29, $ 916 
—— e 5-idrossilina, Fig. 21.13 
—— sintesi, $ 923 
— diversità, $ 921 
— e proteine, Fig. 21.15, $ 920 
— funzioni, $ 395 
— glicoforme, $ 394 
— ibridi, $ 921, Fig. 21.18 
— inibizione della formazione, $ 922 
— legati a un lipide, $ 918 
— modificazione, $ 921 
— nucleo, $ 391, $ 919, $ 921 
— tappe della sintesi, $ 917 
Olii, $ 403 
Olisaccaridi, nucleo, $ 391 
— sintesi, $ 919 
Oloenzima, S 470, $ 1320 
Omeobox, $ 1683, Fig. 33.64, $ 1684 
Omeodominio, S 1684, $ 1685 


Omocisteina, $ 116, Fig. 4.22, $ 1074, Fig. 


24.14, $ 1100, Fig. 24.45 


— metiltransferasi, $ 1000, Fig. 24.14, Fig. 


24,45 


Omogentisato, Fig. 15.13, S 1061, Fig. 


29.14, S 1211 
— diossigenasi, $ 1082 


Omolitico, taglio del legame, $ 607, Fig. 


15.4, S$ 1000 
Omopolipeptidi, $_ 207 
Omopolisaccaridi, $ 372 
Omoserina, Fig. 18.17. Fig. 24.45 
— aciltransferasi, Fig. 24.45 
— chinasi, Fig. 24.45 
Omotropico, effetto, $ 351 
OMP., vedi orotidina-5-monofosfato 
— decarbossilasi, $ 1169 
Oncogeni, $_ 1686-1699 
Vogenesi, S_ 1632 
OPA, vedi o-ftalaldeide 
Opale, codone, $ 1392, $ 1416 
Oparin, A., $ 32 
Operatore, $ 1315, $ 1343, $_134 
— or costitutivo, $ 1315 
— or. Fig. 32.32 
— or. Fig. 32.32, $ 1582-1584, $ 1657 
Operone, i, $ 1313, $ 1348 
— del lattosio, $ 1313 
— his, $ 1358, Tab. 29.1 


— ilv, Tab. 29.1 

Oppiacei, recettori, $ 1805 

Opsonine, $ 1753 

Opsonizzazione, $ 1750 

Ordine, $ 73-76, S 483 

— disordine, transizione, $ 416 

Organelli, trasporto, $ 1782 

Organi 

— integrazione, S 1112-1135 

— interrelazioni metaboliche, Fig. 

— specializzazione, $ 1122-1135 

Organiche. reazioni 

— classificazione, S 606 

— meccanismi, S 606-613 

Organismo, i 

— ammioniotelici, $ 1060 

— ospite, $ 1295 

— uricotelici, $ 1060 

— urotclici, $ 1060 

Organogenesi, $ 1674, Fig. 33.53 

oriC, locus, $ 1500, Fig. 31.21 

Orientazione, effetto sulla catalisi, $ 545 

Ormone, i, S 1787-1805 

— adencipofisi, $ 1800 

— adrenocorticotropo, $ 1800 

— autocrini, $ 1788, Fig. 34.75 

— della crescita, S 1219, $ 1803 

—— fattore di rilascio (GRF), $ 1803 

—— inibitore del fattore di rilascio (GRIF), 
$ 1803 

—— struttura ai raggi X, Fig. 34.82 

— endocrini, $ 1788, Fig. 34.75 

— gastrointestinali, $ 1791 

— ipotalamici, $ 1300-1805 

— luteinizzante (LH), $ 1803 

— neuroipotisi, $S 1805 

— pancreatici, S 1790 

— paracrini, $ 1788, Fig. 34.75 

— polipeptidi, $ 1672 

— sensibile, triacilglicerolo lipasi, $ 386, 
S 986, $ 1016, $ 1128, $ 1812 

— steroidei, S 408, $ 981, $ 1030, $ 1121, 
S 1661 

—— biosintesi, Fig. 23.51 


tw» 
UI 
to 


— stimolante 
——- a-melanocita (a-MSH), Fig. 
—— yamelanocita (y-MSH), Fig. 


— tiroidei, $ 1792 

— tropine, $ 1800 

Ornitina, $ 116, Fig. 4.22, $ 617, Fig. 15.14, 
Fig. 24.1, $ 1062, Fig. 24.13, $ 1099 

— d-amminotransferasi, $ 1099. Fig. 24.43 

— biosintesi. Fig. 24.43 

— decarbossilasi, Tab. 30.10 

— transcarbamilasi, $_ 1062 

Orotaro fostoribosil transferasi, S 1168 

Orotico aciduria, S 1172 

Orvotidina-3-monofostato (OMP), $ 1168, 
Fig. 26.8 

— decarbossilasi, $ 1169 

Ortofosfato (P.), S 626 

Oscillazione, ipotesi dell. $ 1413-1414 

Ossa, $ 1793 È 

— composizione, $ 239 

Ossalacetato, S 808, Fig. 19.1, Fig. 19.7, 
S 631, 5 977, Fig. 22.30, Fig. 23.29, Fig. 
24.27, Fig. 24.40, S 1071, $ 1115, $ 1133, 

$ 1137 

— dagli amminoacidi, Fig. 21.1 
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— dal ciclo del gliossilato, $ 900, $ 913, 
Fig. 21.10 

— dal piruvato, Fig. 21.2 

— degradazione degli amminoacidi, 
S 1068, S 1071 

— in malato-aspartato, shuttle, $ 851 

— nella gluconeogenesi, Fig. 21.1 

— precursore del fosfoenolpiruvato, Fig. 
21.5 

— sintesi dal piruvato, Fig. 21.2 

— trasporto dai mitocondri, $ 907, Fig. 
21.6 

Ossalosuccinato, $ 808, Fig. 19.1, Fig. 19.8 

Ossianione, buco, $ 580, Fig. 14.24 

Ossidante, agente, $ 646 

Ossidazione 

— a, $ 1004 

— 8, $ 987, $ 990-996, $ 1003-1004, $ 1117 

—t— differenze dalla biosintesi degli aci- 
di grassi, Fig. 23.23 

—— perissosomiale, $ 1003-1004 

— w, $ 1004 

Ossido-riduzione, reazioni, $ 609, 
$ 646-651 

Ossidoreduttasi, Tab. 12.3 

2,3-ossidosqualene, $ 1022, Fig. 23.45 

Ossieme, $ 317 

Ossiemoglobina, vedi emoglobina 

Ossigeno 

— debito di, $ 912 

— tensione, $ 313 

— trasporto, effetto della glicolisi, $ 684 

5-ossiprolina, $ 1093, Fig. 24.35 

Ossitocina, $ 207, $ 1805, Tab. 34.5, Fig. 
34.81, $ 1827 

Osteoartrite, $ 242 

Osteoblasti, $_ 1793 

Osteoclasti, S_1793 

Ostengenesi imperfetta, $ 242 

Osteomalacia, $_ 1793 

Quabaina, $ 791, Fig. 18.19 

Ovaie, Tab. 34.5 

Ovalbumina, $_ 1366 

— gene codificante, $ 1653 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29 


r 


Pi nucleasi, $_ 1500 

p21eres, $ 1693 

p2irres, S 1691 

P680, $ 959 

— somiglianza ai fotocentri batterici, 
$ 959 

P700, $ 961 

P870, $ 948. $ 950, $ 951 

P960. $ 950 

P/O rapporto, $ 859 

PA, Tab. 32.2 

Pabo, C., $ 1581 

Paganini, N., Fig. 7.36 

PAGE, vedi elettroforesi su gel di polia- 
crilamide 

Page, D., $ 1798 

PALA (N-(fosfonacetilì-L-aspartato, 
S 474-476 

Palade, G., $ 15, $ 1420 

Palindromi, S 127 


I numeri preceduti dal segno $ indicano 


Palmitato, Fig. 2.6 

Palmitoil-ACP, Fig. 23.26 

Palmitoil-CoA, Fig. 23.71, $ 1117 

1-palmitoil-2,3-dioleil-glicerolo, $ 982 

Palmitoil tioesterasi, $ 1010, Fig. 23.27 

Pancreas, Tab. 34.5, $ 1791 

Pancreatite acuta, $ 583 

Pangenesi, $ 1201 

Pangeni, $ 1201 

Pantotenato chinasi, $ 1197 

Papaina, $ 1581 

Papovavirus, $ 1624 

PAPS, vedi 3’-fosfoadenosina-5°-fosfosolfato 

Paradosso del valore C., DNA nel geno- 
ma aploide, $ 1618-1619 

Paraffine, S 416 

Paramiosina, $ 1761 

Parathion, $ 569 

Paratiroide, Tab. 34.5 

Paratormone (PTH), $ 1793 

Pardee, A., S$ 473, $ 1314 

Pardue, M.L., $ 1616 

Parete cellulare, $ 4 

— dei batteri, $ 387-390 

— delle piante, $ 19, Fig. 10.13 

Parkinson, morbo di, $ 1092 

Parnas, J., $ 663 

Parodi, A., $ 918 

Particelle 

— a e B,$ 620 

— submitocondriali, $ 883, Fig. 20. 

Partizione, coefficiente di, $ 133, $ 771 

Parvovirus canino (CPV), $ 1544, $ 1562 

PAS (acido periodico-reagente di Schiff), 
S 429 

— bande, S 429 

Passo dell’elica, $ 223 

Pastan, I., $ 1348 

Pasteur, L., $ 389, S 465, $ 662, $ 892, 
S 1594 

— effetto, $ 700, $ 892 

Patata 

— malattia del tubero a fuso, $ 1595 

— viroide del tubero a fuso, (PSTV), 
S 1595, Fig. 32.50 

Patogeni subvirali, $ 1594-1602, 
$ 1595-1598 

Pauling, L., S 195, $ 218, S 228, S 231, 
S_ 547 

PBl, Tab. 32.2 

PB2, Tab. 32.2 

PBG. vedi porfobilinogeno 

pBR322, Fig. 28.60, S 1301 

Phx, vedi gene postbithorar 

Pe, vedi gene Polvcomb 

PC, vedi plastocianina 

PE, vedi fosfatidil etanolammina 

PEG-ADA, $ 1188 

Pellagra, $ 471, Tab. 12.2, $ 1195 

Pelle, pigmentazione e vitamina D, $ 1794 

Penicillina, $ 389, Fig. 10.25 

— G, Fig. 10.25 

Penicillinasi, $ 389 

Pentosio, $ 365 

— fosfato, via del, S 899, S 925-935, $ 1120 

—— controllo, $ 88 

—— e ciclo di Calvin, $ 968 

—— produzione di NADPH, Fig. 21.22, 
$ 927 
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—— reazioni, $ 927 

—— scoperta, $ 926 

—— siti, $ 926 

—— tappe, $ 925 

—— trasformazione dello scheletro di car- 
bonio, Fig. 21.28 

PEP carbossilasi, Tab. 30.10; vedi fosfoe- 
nolpiruvato 

PEPCK, vedi fosfoenolpiruvato carbossilasi 

Pepsina, Tab. 6.2, $ 465, $ 1791 

Pepsinogeno, $ 1791 

Peptidasi, $ 116 

Peptide, i 

— inibitore gastrico (GIP), $ 1791, Tab. 
34.5 

— oppiacei, $ 1805 

Peptidil-4-amminoacido idrolasi, $ 477 

Peptidil omoserina lattone, $ 184 

Peptidil transferasi, Fig. 30.36 

Peptidil-tRNA, $ 1432, $ 1440, Fig. 30.44, 
$ 1451 

Peptidoglicani, $ 388, Fig. 10.24, $ 1566 

— idrolisi da lisozima, $ 550 

Peptidoleucotrieni, $ 1037 

Perforina, $ 1721 

Perfusione dell’organo, $ 624 

Periodo unitario di evoluzione, $ 202, Tab. 
33.1 

Permeabilità 

— coefficiente di, $ 771, Fig. 18.2, $ 1817 

— della membrana, $ 771 

Permeasi, $ 770 

Perossisoma, $ 17, $ 1003 

Pertosse, $ 1811 

— tossina, $ 1811 

Perutz, M., $ 324, $ 330, $ 336 

— meccanismo di, $ 330, $ 336 

Pesci elettrici, $ 1822 

Peso molecolare, $ 5 

PFG, vedi elettroforesi su gel in campo 
pulsante 

PFK, vedi fosfofruttochinasi 

PFK-2, vedi fosfofruttochinasi-2 

PG, vedi prostaglandine 

pH, $ 59, $ 124 

— definizione, $ 59 

— determinazione, $ 60 

— effetto, sulle reazioni enzimatiche, 
$ 511-513 

— gradiente, $ 159 

— metro, $ 59 

Phe operone, Tab. 29.1 

p-Phe-Pro-Arg clorometilchetone, $ 1709 

Phillips, D., $ 551, $ 553, $ 556 

PI, chinasi, Fig. 34.91 

Piante, S 21, S 977 

— Cx, $ 977 

— Cy $ 977 

—— ciclo del Cy, $ 978 


— fotosintesi, $ 938, $ 954-964 
Piastratura in replica, $ 1212, Fig. 27.13, 


$ 1303 

Piastrine, fattore di crescita derivato dal- 
le (PDGF), $ 1691 

Picornavirus, $S 1559-1560 

Pigmenti accessori, $ 946 

Pi, S 1099 

Pili. $ 5 

— F, $ 1213, Fig. 27.14 
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Ping Pong, reazioni, $ 516 

Piombo, avvelenamento da, $ 1086 

PIP, fosfomono esterasi, Fig. 34.91 

PIP, 

— chinasi, Fig. 34.91 

— fosfomono esterasi, Fig. 34.91 

PIP», vedi fosfatidilinositolo-4,5 bifosfato 

Piperidina, Fig. 28.52, $ 1284 

A!-piperidina-2,6-carbossilato, Fig. 24.45 

— deidrogenasi, Fig. 24.45 

Pirano, $ 368 

Piranosio, 366 

Piridina, $ 535 

a-piridone, $ 535 

Piridossal fosfato, vedi PLP 

Piridossammina-5’-fosfato (PMP), S 1054 

Piridossina, Tab. 12.2, $ 1054 

Pirimidina, $ 1144, $ 1193; vedi anche nu- 
cleosidi e nucleotidi 

— biosintesi, $ 1162-1172 

— catabolismo, $ 1193 

— degradazione, $ 1193 

— dimeri, $ 1514, $ 1520 

— regolazione, $ 1171 

Pirofosfatasi inorganica, $ 638, $ 735, $ 988 

Pirofosfato (PP;), S$ 626 

Pirofosfo idrolasi, Fig. 24.50 

Pirofosfomevalonato decarbossilasi, 
$ 1019, $ 1020 

Pirofosforolisi, $ 1484 

Pirrolina-5-carbossilato, Fig. 24.13 

— reduttasi, $ 1099 

A-1-pirrolina-2-carbossilato, $ 549 

A!-pirrolina-5-carbossilato, $ 1099 

Pirrolo, Fig. 9.1, $ 312 

— -2-carbossilato, $ 549 

Piruvato, Fig. 15.19, $ 660, $ 692-700, 
$ 902, S 1069, S 1001, Fig. 23.29, Fig. 
24.40, S 1103, $ 1114, $ 1127 

— carbossilasi, $ 841, $ 902, $ 904, $ 999, 
$ 1121 

—— gruppo prostetico della biotina, $ 903 

—— meccanismi, $ 904 

—— regolazione dell’acetil-CoA, S$ 905 

— chinasi, S 633, Tab. 16.1, $ 689-961 

—— effetti sul trasporto dell’ossigeno, Fig. 
16.17, $ 684 

—— effettori, Tab. 16.3 

—— geni, introni, $ 1641 

—— meccanismi, $ 690, Fig. 16.19 

— come precursore degli amminoacidi, 
Fig. 24.40 

— conversione ad ossaloacetato, Fig. 21.2 

— conversione in acetil-CoA, $ 811-814 

— conversione in etanolo, vedi fermen- 
tazione alcolica 

— conversione in lattato, vedi fermenta- 
zione omolattica 

— decarbossilasi, Tab. 16.1, $ 696 

—— cofattore TPP, $ 696 

—— meccanismi, $ 696 

— degradazione degli amminoacidi, 
$ 1067-1070 

— deidrogenasi, $ 279, $ 811-814, $ 890, 
$ 1077, S 1131, $ 1812 

—— chinasi, $ 817 

—— complesso, $ 279, Fig. 7.65, Fig. 7.66, 
S 811-814, $ 844 

——— coenzimi, $ 812 


——— controllo, $ 815-817 

——— fosforilazione/defosforilazione, 
$ 817, $ 837 

——— inibizione da prodotto, $ 816 

——— micrografia elettronica, $ 279, Fig. 
7.64 

——— reazioni, Fig. 19.3 

—— fosfatasi, $ 817, $ 837 

— fosfato dichinasi, $ 977 

PITC, vedi fenilisotiocianato 

Pituitaria, ghiandola, $ 1800, vedi anche 
adenoipofisi e neuroipofisi 

PKU, vedi fenilchetonuria 

Placca, e 

— amiloidi, $ 1600 

— nei batteri, $ 1216 

— terminale, membrana postsinaptica, 
S 1823 

Placenta, Tab. 34.5 

Planck 

— costante (h), S 491, $ 943 

— legge, $ 491, $ 943 

Plasma germinale, teoria, $ 1201 

Plasma sanguigno, $ 311 

Plasmacellule, $ 1722 

Plasmalogeni, $ 405, $ 622, $ 1042 


!— biosintesi, $ 1042 
‘ Plasmide, S 1258, $ 1297, Fig. 36.26 


— cointegrato, $ 1534 

— pBR322, $ 1297, Fig. 28.60, $ 1301 

Plasmina, Tab. 14.4, $ 1213, $ 1717 

Plasminogeno, $ 1717 

Plasmodesma, Fig. 1.9 

Plasmodium falciparum, Fig. 6.13, $ 196 

Plastochinolo (QHa), $ 957 

Plastochinone (Q), $ 957, $960 

Plastocianina (PC), $ 957 

— struttura ai raggi X, Fig. 22.20 

PLP (piridossal fosfato), Tab. 12.2, $ 539, 
$ 728, $ 1054 

— base di Schiff alla lisina, $ 728 

— base di Schiff con amminoacidi, $ 1056, 
Fig. 24.2 

— nella glicogeno fosforilasi, $ 728-729 

— nelle reazioni di transamminazione, 
$ 1054 

— sistema orbitale 7, Fig. 24.12 

PMP, vedi piridossammina-5’-fosfato 

Pol, gene, $ 1690 

Pol 1, vedi DNA polimerasi I 

Pol II, vedi DNA polimerasi II 

Pol NI, vedi DNA polimerasi NI 

Polarimetro, $ 106, Fig. 4.10 

Poli(A)-polimerasi, $ 1364 

— code di, $ 1365 

Poliacrilamide, $ 131, $ 138 

— cromatografia per gel filtrazione, $ 138 

Polianfoliti, $ 159, Fig. 5.28 

Polibrene, $ 186 

Policitemia, $ 346 

Polidestrano, $ 131 

Polielettroliti, $ 128 

Poliglicina, $ 207, $ 227 

— struttura ad elica, $ 227 

Polilisina, $ 207 

Polimerasi, reazioni a catena (PCR), $ 1304 

Polimeri lineari, $ 91 

Polimorfismo, S 1638 

Polinucleotide, $ 1224 


— chinasi, $ 1283 

— fosforilasi, $ 1389 

Polioma, virus, $ 1268 

Poliomielite, $ 1560 

Poliossietilene-p-isoottifenil etere, Fig. 
11.20 

Poliossietilenlauril etere, Fig. 11.20 

Poliovirus, S 1462, $ 1560, Fig. 32.20 

Polipeptide, i, $ 91, $ 208-211, $ 1428-1432 

— anticongelamento, $ 392 

— catena, $ 229 

—— cappio, $ 229 

—— spirale, $ 229 

— composizione in amminoacidi, $ 179 

— conformazione dello scheletro, $ 219 

—— eclissata, $ 220 

—— sfalsata, $ 220 

— determinazione della sequenza, $ 186 

— separazione, $ 178 

— sintesi, S 208-211, $ 1428-1432 

—— direzione, $ 1430 

— strutture 8, $ 228-229 

—— non ribosomiale, $ 1472 

—— ribosomiale, $ 1428-1432 

— topologia, $ 229, Fig. 7.20 

Polipeptidico, i 

— fattori di crescita, $ 1691 

— ormoni, $ 1672 

Poli (Phe), $ 1389 

Poliprolina, struttura a elica, $ 227, Fig. 
7.15 

Poliproteine, $ 1462, $ 1569, S 1672, Fig. 
33.52 

Poliribosomi, vedi polisomi 

Polisaccaridi, S 23, $ 363-396 

— analisi dei carboidrati, $ 373 

— di deposito, 378-380 

— disaccaridi, $ 374-375 

— glicosamminoglicani, $ 381-383 

— immagazzinamento, $ 378-380 

— strutturali, S 376-377 

Poliserina, $ 207 

Polisomi (poliribosomi), $ 1431, Fig. 30.35 

Polistirene, S$ 131 

Poli (U), $ 1389 

Poliubiquitina, $ 1462 

Poljak, R., S 1730 

Polo, cellule del, $ 1678 

Polvcomb(Pc), gene, $ 1682 

POMC, vedi pro-opiomelanocortina 

Pompa 

— (Nat-K*), vedi (Na+*-K+)-ATPasi 

— protonica. termodinamica, $ 876 

Pompe, malattia di, $ 756 

Ponte salino, $ 259 

— nella deossiemoglobina, $ 333, Fig. 9.18 

Ponti disolfuro, $ 188, $ 266 

— posizione, $ 188 

— rottura, $ 177 

Ponti trasversali, agenti che formano, 
S 278 

Porfiria, $ 1090 

— acuta intermittente, $ 1090 

— congenita eritropoletica, S 1090 

Porfirina, $ 312, S 1085, $ 1087, vedi an- 
che eme 

— anello, $ 1087 

— biosintesi, $ 840 

— dei citocromi, $ 866, Fig. 20.17 
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— forma a cupola nell’emoglobina, 
$ 331-332, Fig. 9.16 

Porfirina-Fe picchettati, complessi, $ 317, 
Fig. 9.5 

Porfobilinogeno (PBG), $ 1086-1088, Fig. 
24.29 

— deamminasi, 1087 

— sintasi, S 1086 

Porina, $ 847 

Poro controllato, modello, $ 782 

Portatori, organismi, $ 770 

Porter, D., $ 830 

Porter, K., S 14 

Porter, R., $ 1725 

Postbithorax, gene (pbx), $ 1679 

Potenziale 

— chimico, $ 83, $ 768 

— d’azione, $ 1817 

— di membrana, $ 769, $ 876 

—— e traslocatori ADP-ATP, $ 803, Fig. 
18.27, $ 1817 

— elettrochimico, $ 769 

— in miniatura della placca terminale, 
$ 1823 

— redox, $ 648-649 

—— di riduzione, $ 648 

—— misure, $ 648 

—— standard, S$ 648, Tab. 15.4 

— riduzione, $ 648 

—— del centro di reazione fotosintetica, 
Fig. 22.11 

—— della catena di trasporto degli elet- 
troni, Fig. 20.8, Tab. 20.1 

Poulos, T., $ 868 

Poulter, C.D., $ 1021 

Pox, virus, $ 1544 

ppéors, S 1690 

pp60"s", $ 1690 

ppGpp, $ 1360, $ 1452 

pppA(2° p5' A), (2,5-A), (oligonucleotide), 
$ 1456 

Pre-mRNA, $ 1366 

Pre-rRNA, $ 1372 

Prealbumina, $ 272, Fig. 7.48, $ 1792 

Precallicreina, Tab. 34.1, Fig. 34.1, $ 1711 

Precipitazione isoclettrica, $ 124 

Precipitine, reazione delle, $ 1726 

Precursore-prodotto, relazioni, $ 622 

Prefenato, $ 1104, Fig. 24.48 

— deidratasi, Fig. 24.48 

— deidrogenasi, Fig. 24.48 

Pregnenolone, Fig. 23.51 

Prelog, V., $ 103 

Prenil transferasi, $ 1021 

Prepriming, complesso, $ 1500 

Preprimosoma, $ 1497 

Preprocollageno, $ 1461 

Preproinsulina, $ 1461 

Preproproteina, $ 1461 

Preproteina, $ 422, $ 1461 

Presqualene pirofosfato, $ 1021, Fig. 23.43 

Pressione osmotica, legge di van't Hotf, 
$ 1250 

Pribnow, D., $ 1320 

— box, $ 1320 

Priestlev, J., $ 938 

Prigogine, I., $ 654 

Primachina, $ 935 

Primasi, $ 1482, Tab. 31.4, $ 1500 


Primer, $ 1286 

Primosoma, $ 1496 

— componenti del, Tab. 31.4 
Principio trasformante, $ 1219 
Prioni, $S 1594, $ 1599-1602 

— biosintesi, $ 1601 


Pro-opiomelanocortina (POMC), $S 1672, 


Fig. 33.52 

Pro-R, configurazione, $ 833 
Pro-S, configurazione, $ 833 
Proaccelerina, Tab. 34.1, $ 1708 
— attivazione, $ 1708 
Procarbopeptidasi A e B, $ 588 
Procarioti, $ 3-10; vedi anche batteri 
— anatomia, $ 4 
— classificazione, $ 9-10 
— fonti di energia, $ 6 

— fotosintetici, $ 940 

— linee di discendenza, Fig. 1.4 
Processi 
— ciclico, $ 71 

— endergonici, $ 78 
— endotermici, $ 21 
— esoergonici, $ 78 

— esotermici, $ 21 
— reversibili, $ 78 
— spontanei, $ 74 
Processività, nella polimerizzazione, 

S 1484 

Prochiralità, $ 112 
Procollageno, $ 1460 
Proconvertina, Tab. 34.1, $ 1712 
Prodotto, inibizione da, $ 522 
Proelastasi, attivazione, $ 587 
Proenzimi, S$ 583 
Profago, $ 1564 
Profilactina, $ 1775 
Profilina, $ 1775 
Proflavina, $ 1260 

Profosfolipasi Ax, $ 588 
Progesterone, Fig. 23.51, $ 1798 
Progestinici, $ 1030, $ 1798 
Proinsulina, $ 286, $ 1459, $ 1672 
— rinaturazione, $ 286 
— sequenza amminoacidica, $ 286 
Prolil idrossilasi, $ 237, $ 1464 
Prolina, $ 94, Tab. 4.2, $ 1072, S$ 1099 
— biosintesi, $ 1111, Fig. 24.43 
— degradazione, $ 1072, Fig. 24.13 
— racemasi 


—— analoghi dello stato di transizione, 


S 549 
—— reazioni, S. 549 
Promotore, i $ 1305, $ 1320, $ 13-40 
P_eucariotici, S 1657 
Pronasi, $ 179 
Propanololo, $ 1796 
Propeptidi, $ 1459, $ 1460 


Properdina (P), $ 1755 


Propionil-CoA, Fig. 23.14, $ 1004, Fig. 


24.14, Fig. 24.15 
— carbossilasi, $ 999 
Proproteina, $ 1459 
Prossimità 
— effetti dell’orientazione, $ 545 
— effetto sulla catalisi, $ 545 
Prostacicline, $ 1031, $ 1032, $ 1035 
— 13 (PGl;), S 1036 
— sintasi, $ 1036 
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Prostaglandine (PG), $ 1031-1034, $ 1036, 
$ 1012, $ 1031, $ 1788 

— endoperossido sintasi, $ 1036 

— sintasi, Fig. 23.56 

Proteasi, $ 115 

— a, inibitore, $ 579 

—— litica, Tab. 14.4 

— A e B, $ 573, Tab. 14.4 

— acrosomiale, Tab. 14.4 

— HIV-1, $ 212 

Proteina, e 

— A, $ 1369, $ 1563 

— allosteriche, caratteristiche struttura- 
li, $ 476 . 

— alterazione, S 1693 

— anse 22, $ 230 

— AraC, $ 1353 

— attivatrice di geni catabolici (CAP), 
S 1348 

— autodeterminazione della struttura, 
$ 284 

— £-barile, Fig. 7.19, $ 307 

— C, $ 1642, $ 1716 

— CAP, attivatrice dei geni catabolici, 
$ 1348 

— casuali, $ 286 

— catene laterali, $ 253 

— che lega il cap, $ 1436 

— che lega il maltosio, $ 444 

— che lega poli (A) (PABP), $ 1365 

— che si lega al filamento singolo ($S8), 
$ 1492, Tab. 31.3, $ 1500 

—— eucariotica, $ 1510 

— chinasi, $ 747, $ 1027, $ 1813, $ 1814 

—— cAMP-dipendente, $ 745 

—— cAMP-indipendente, $ 1027 

—— tirosina-specifiche, $ 1691, $ 1806 

— composizione amminoacidica, 
$ 179-180 

— composizione delle subunità, $ 276-278 

— conformazione a gomitolo casuale, 
$ 164, $ 230 

— conformazione nei cristalli, $ 249 

— confronti tra le sequenze, $ 200-201 

— corioniche, $ 1633 

— cristallizzazione, $ 125 

— cro, $ 1350 

— cromatografia, $ 126-150 

— da shock da calore (Hsp), $ 446, $ 1657 

—— fattore di trascrizione (HSTF), $ 1657 

— degradazione, $ 1465-1471 

—— lisosomiale, $ 1468 

—— specificità, $ 1466 

—— meccanismi, $ 1467-1471 

— del gene A, $ 1498, Fig. 31.19 

— denaturata, S 77, $ 216 

— denaturazione, $ 267-268 

— densità di impacchettamento, $ 254 

— derivati degli amminoacidi, $ 114-115 

— desalazione, $ 138 

— determinazione della composizione in 
subunità, S 276-278 

— determinazione delle sequenze, 
$ 172-191, Tab. 6.2 

— di attracco, $ 442 

— di legame, $ 385 

— di nucleazione del ghiaccio, $ 392 

— di riconoscimento del peptide (prp 73), 
$ 1469 


I numeri preceduti dal segno S indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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— di trasferimento degli esteri del cole- 
sterolo, $ 456 

— digestione enzimatica, $ 179 

— dinamica, $ 298-301 

— Dna A, $ 1500 

—— complesso di prepriming, $ 1500 

— Dna B, $ 1497 

— Dna C, $ 1497 

— DNA, interazioni, $ 1351 

— domini, $ 255 

— dosaggio, $ 116-117 

— e disolfuro isomerasi, $ 285 

— elettroforesi, $ 151-160 

— a-eliche, $ 224, Fig. 7.11, Fig. 7.13 

— emivita, $ 1471, Tab. 30.10 

— estrinseche, vedi proteine periferiche 

— evoluzione chimica, $ 193-206 

— evoluzione strutturale, $ 302-307 

— Fe, $ 1108 

— ferro-zolfo di Rieske, $ 866 

— fibrose, $ 231-243 

— forze idrofobiche, $ 263 

— G, $ 1691 

—— del VSV G, biosintesi, $ 920 

— globulari, $ 244-256 

— 8-gomito, Fig. 7.22 

— gruppi terminali, $ 174 

— gruppo ad alta mobilità (HMG7), $ 1655 

— Hu, $ 1500 

— i, $ 1497 

— ibride, $ 277 

— idrolisi acida, $ 179 

— idrolisi basica, S 179 

— integrali, S 419, Fig. 11.20, $ 421 

— interazioni dipolo-dipolo, $ 260 

— interazioni ioniche, $ 259 

— interazioni tra subunità, $ 27 

— intrinseche, vedi proteine integrali 

— isolamento, $ 110-119 

— labili a freddo, $ 114 

— B-lattoglobulina, $ 124 

— legami idrogeno, $ 262 

— legante TATA, $ 1657 

— legate ai lipidi, $ 449 

— LexA, $ 1522 

— lisosomiali, $ 446 

— localizzazione delle catene laterali, 
$ 253 

— membrana, $ 419-423 

—— stabilità, $ 420 

— MHC 

—— di Classe I, $ 1720, Fig. 34.13, $ 1746 

——— struttura ai raggi X, Fig. 34.34 

—— di Classe II, S 1720, Fig. 34.13, $ 1747 

— mielomatosa, $ 1727 

— mitocondriali, S 448, $ 846 

— modificazione, $ 192 

— Mo-Fe, $ 1108 

— moti collettivi, $ 298 

— n, Tab. 31.4 

— n, n, n°”, $ 1497 

— nativa, S 77, $ 216, $ 249 

— nelle lipoproteine, Tab. 11.6 

— non istoniche, $ 1615, $ 1655 

— omologhe, variazioni tra specie, 
$ 197-204 

— origine dei foglietti 8, $ 291 

— origine delle eliche, $ 291 

— oscillazione degli anelli acromatici, $ 300 


I numeri 


— periferiche, $ 419 

— periodo unitario di evoluzione, $ 202 

— PEST, S 1471 

— ponti disolfuro, $ 266 

— ponti trasversali, $ 278 

— PriA, $ 1501 

— produzione per clonaggio molecolare, 
$ 1305 

— progettazione, $ 296 

— punto isoelettrico, Tab. 5.1 

— purificazione, $ 110-167 

— ReCA, $ 1520, $ 1530 

— recettore di cAMP (CRP), $ 1348 

— REP, $ 1492, $ 1498, Fig. 31.19 

— residui terminali, $ 174 

—— C-terminale, S 176 

—— N-terminale, $ 175 

— rinaturazione, $ 285-287 

— ripiegamenti inversi, $ 294 

— ripiegamento, $ 242, $ 284-294 

—— influenza dei residui interni, $ 287 

—— influenza della struttura primaria, 
S 290 

—— vie di, $ 288-291 

— S, $ 1756 

— salting in, $ 121 

— salting out, $ 121, $ 122 

— SELB, $ 1417 

— selezione di una fonte proteica, $ 112 

— semisintesi, $ 213 

— simmetria, $ 271-275 

—— ciclica, $ 272 

—— diedrica, 273 

—— elicoidali, $ 275 

—— rotazionali, $ 274 

— sintesi di polipeptidi, $ 207-213 

— sintesi, inibitori, $S 1449-1453 

— solubilità, $ 120-125 

—— effetto dei sali, $ 121-122 

—— effetto dei solventi organici, $ 1235 

—— effetto del pH, $ 121-122 

—— effetto dell'ammonio solfato, Fig. 5.2 

—— effetto di alcuni ioni, $ 121-122, Fig. 
5.3 

— solubilizzazione, $ 113 

— srotolamento cooperativo, $ 267 

— stabilità, $ 257-268. 

— stabilizzazione, $ 114-115 

— struttura, $ 170-279 

—— interpretazione, $ 245-250 

—— predizione, $ 292-295 

—— tridimensionali, S$ 216-280 

—— visualizzazione, $ 250 | 

— struttura del citocromo c, $ 303-305 

— struttura primaria, $ 174, $ 172-191, 
$ 290 

— struttura quaternaria, $ 171, $ 269-27 

— struttura secondaria, $ 171, $ 217-230, 
$ 295 

— struttura terziaria, S 171, $ 251-256, 
$ 295 

— strutturali 

—— VP1, VP2, VP3. VP4, dei virus, 
$ 1500 

— strutture ai raggi X, S 245-250 

— strutture 8, $ 228-229 

— strutture covalenti, $ 170-213 

— strutture elicoidali, $ 223-227 

— strutture non ripetitive, $ 230 


— strutture supersecondarie, $ 256 

— studi sullo scambio di idrogeno, $ 301 

— subunità, S 171, S 269, S 437 

— temperatura di fusione, S 267 

— TnOR, $ 1533 

— transmembrana, $ 421 

— traslocazione, $ 445 

— trasporto mirato, $ 441-448 

— Tus, $ 1503 

— ultracentrifugazione, $ 161-167 

— variazioni conformazionali indotte, 
S 298 

— velocità, S 287 

a-proteisilitica, Tab. 14.4 

Proteoglicani, $ 385-386 

— subunità, S 385, Fig. 10.22 

Proteolisi, limitata, $ 183 

Protesta, $ 1570 

Protezione delle cariche, $ 543 

Protisti, $ 21 

Proto-oncogene, $ 1691 

Protoeliche, Fig. 32.3, $ 1547 

Protofibrille, $ 232 

Protomeri, $ 270 

Protoni 

— ATPasi che pompa protoni, vedi ATP 
sintasi, traslocazione di, e (H* K*)- 
ATPasi 

— che traslocano l’ATP sintasi, $ 883-885 

—— cloroplasti, $ 964 

—— componenti, Tab. 20.2 

—— meccanismo, $ 884 

— complesso citocromo bg.f, $ 960 

— gradiente 

—— e lattosio permeasi, $ 801 

—— generazione, $ 875-881 

—— nei cloroplasti, $ 964 

—— nei mitocondri, $ 876, $ 883 

— mobilità, $ 54 

— trasporto 

—— meccanismo dei cicli redox, $ 879 

—— pompa protonica, $ 876 

Protoplasti, $ 389 

Protoporfirine IX, $ 312, $ 866. Fig. 20.17, 
Fig. 22.3, $ 1087, Fig. 24.29 

Protoporfirinogeno ossidasi, Fig. 24.29, 
$ 1087 

Protosterolo, $ 1022 

Protrombina, Tab. 34.1, Fig. 34.1, $ 1706 

— attivazione, Fig. 34.9 

— residui di y-carbossiglutammato, 
$ 1707 

PrP, $ 1601 di 

PRPP, vedi 5-fosforibosil-a-pirofosfato 
(PRPP) 

Pruisiner, S., $ 1599 

Pseudogene, $ 1628, $ 1636 

Pseudorotazione, $ 659 

Pseudosimmetria, $ 1560 

Pseudouridina (v), $ 1389 

PSI, vedi fotosistema I 

Psicosio, Fig. 10.2 

p-psicosio-1,6-bisfosfato, S 673 

PSII, vedi fotosistema Il 

Psoriasi, $ 1691 

PSTV, vedi patata, malattia del tubero a 
fuso 

Ptashne, M., S$ 1579 

Pteridina, $ 1080, Fig. 24.20 


preceduti dal segno $ indicano i paragrafi del testo e non le pagine 
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Prerina, $ 1080, Fig. 24.20 

PTH, vedi feniltioidantoina 

Pulse labeling, Fig. 31.4 

Pulse-chase, esperimento di, $ 1480 

Punti caldi, mutazionali, $ 1543 

Punto isoelettrico, $ 96, $ 124 

— delle proteine, $ 124, Tab. 5.1 

Punto isoionico, $ 118 

Purificazione 

— degli acidi nucleici, $ 1253-1263 

— delle proteine, $ 110-167 

Purina, e, $ 1143; vedi anche nucleosidi 
e nucleotidi 

— anello imidazolico, $ 1151 

— atomo, $ 1148-1150 

— biosintesi, $ 1095 

— catabolismo, $ 1187-1190 

— degradazione, $ 1186-1193 

— salvataggio, $ 1160-1161 

Puromicina, $ 1435, Fig. 30.42, $ 1441, 
Tab. 30.9, $ 1449 

PyroGlu, $ 1803 


Q 


Quanti di Iuce (fotoni), $ 943 
Quasi-equivalenza, $ 275, $ 1553, $ 1555 
Qut, sito, S 1567, Fig. 32.25 


R 


RS5P, vedi ribosio-5-fosfato 
Rabinovitch, D., Fig. 28.8 
Racemizzazione, $ 611 
Rachiterata, gene, $ 1683 
Rachitismo, $. 1793 

Racker, E. $'883, S 885, $ 926 
Radiazione y.,$ 620 

Radiazioni, S' 620 

Radioattività 

— curie (Ci), $_ 659 

— rilevazione, S_620 

Ratfinosio, S_398 

Rattreddore, $ 1560 
Ramachandran, GN. Vig. 7.7 
— grafico, $ 221-222 

— per i residui Glv, Fig. 7.9 
Ramnosio, S_371 

v-ramnosio, S 371 

Raney, nichel di, $ 1411 
Ratner, S., $ 1060 

RD, gene, $ 1698 

DNA, $ 1626 

— amplificazione negli anfibi, $ 1632 
Reagente gruppo-specifico, $ 192 
Reazione, i 

— a doppio spostamento, $ 516 
— a molte tappe, $ 492 

— a Ping Pong, $ 516 

— a singolo spostamento, $ 516 
— accoppiate, $ 89 

— barriera di attivazione, $ 491 
— Bi Bi, $ 516. $ 517 

— bimolecolari, $ 483 

— bisubstrato, $ 514-524 

— Claisen, estere di, condensazione, $ 613 
— condensazione aldolica, $ 613 


Sì 


— coordinata, $ 489 

— di formazione legami, CQC, $ 613, $ 929 

— di ordine zero, $ 495 

— di ossido-riduzione (redox), $ 370, 
$ 609, $ 645-650 

— di primo ordine, $ 482 

— di rottura legami CQC, $ 613, $ 929 

— di secondo ordine, $ 483 

— di trasferimento, $ 514 

— diagramma della coordinata, $ 489 

— diagramma dello stato di transizione, 
$ 489 

— disidratazione, $ 610 

— eliminazione, $ 610 

— enzimatiche accoppiate, $ 116 

— epimerizzazione, $ 610 

— ibride di trasferimento 

-—— alcol deidrogenasi, $ 698, Fig. 16.26 

—— lattato deidrogenasi, $ 694, Fig. 16.22 

—— stereochimica, $ 680 

— intermedi, $ 482 

— isomerizzazione, $ 611 

— molecolarità, $ 483 

— racemizzazione, $ 611 

— redox, vedi reazioni di ossido-riduzione 

— reversibili, $ 502-505 

— sequenziali, $ 516 

— trasferimento di gruppi, $ 608 

— trasferimento di gruppi fosforici, $ 626 

— trimolecolari, $ 483 

— unimolecolare, $ 483 

— velocità, $ 484-486, $ 492, $ 495, $ 497 

—— tappa che determina, $ 492 

RecA, proteina, $ 1520, $ 1530 

— complesso con il DNA, $ 1530, Fig. 
3140, Fig. 3141, Fig. 31.42 

— e proteine SOS, $ 1522 

— nella migrazione ramificata, Fig. 3142 

— nella ricombinazione, $ 1530, $ 1534 

— taglio del repressore A, $ 1584 

RecA, gene, $ 1522 

RecBCD, proteina, Fig. 31.32, $ 1531 

Recessivo, tratto, $ 1205 

Recettore, i 

— B-adrenergici, $ 753 

— colinergici, $ 1821 

— decontaminanti, S 459 

— degli ormoni tiroidei, $ 1792 

— della rianodina, S_714 

— desensibilizzazione, $ 1810 

— endocitosi mediata da, $ 449, S 454457, 
Fig. 23.47 

— per le rimanenze, $ 455 

— muscarinici,‘$ 1821 

— nicotinici, $ 1821 

Recombinasi, identificazione dei geni, 
S 1743 

— VIDI. $ 1743 

Redox, cicli, meccanismo, $ 879 

Reduttasi chinasi chinasi (RKK), $_ 1027 

Refsum, malattia di, $ 1004 

Regione costante, nelle catene leggere 
(Vo), $ 1727 

Regione 6, (switch), $S_ 1741 

Regione variabile (V(), $ 1727 

Regioni determinanti la complementarie- 
tà, (CDRS), $ 1727 

Regolazione 

— a breve termine, $ 1015 
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— a lungo termine, $ 1015 

Reichard, P., $ 1175 

Reisk, proteine ferro-zolfo, $ 866 

Replicazione del DNA, $ 1475-1512 

— 6, Fig. 31.4, $ 1568 

— bidirezionale, Fig. 31.4, $ 1500 

— controllo rilassato, $ 1297, $ 1360 

— controllo stringente, $ 1297 

— enzimi, $ 1483-1493 

— forcelle, $ 1477-1478, Fig. 31.5 

—— nucleosomi, Fig. 33.10 

— occhiello, Fig. 31.2 

— origine, $ 1297, $ 1478 

— semidiscontinua, $ 1480-1481 

— unidirezionale, Fig. 31.4 

Repliconi, $ 1058 

Replisoma, $ 1499, $ 1501 

Repressore, i 

— 434, e DNA, $ 1350, Fig. 29.21 

— cl, $ 1577 

— del batteriofago 434, $ 1581 

— DNA, complesso, $ 1351 

— À, $ 1577, $ 1581-1584 

—— legame a Og, $ 1582-1583 

—— taglio con la proteina RecA, $ 1584 

— struttura ai raggi X, $ 1351, Fig. 29.21, 
$ 1581, Fig. 32.33 — 

RER, vedi reticolo endoplasmatico ruvido 

Resa quantica, $ 950 

Residui 

— amminoacidici, $ 96 

— invarianti, $ 198 

— ipervariabili, $_ 197 

— sostituiti conservativamente, $ 197 

Resine, $ 131 

Resolvasi, $ 1534 

Respirazione, $ 15, $ 36 

— cellulare, $ 15 

Restrizione, 

— condizioni, $ 12 

— endonucleasi, $ 

—— tipo I, $ 1277 

—— tipo II, $ 1277, Tab. 28.5 

—— tipo II, S 1277 

— frammenti di, 

—— estremità coesive, $ 1278 

—— estremità tronche non coesive, $ 1278 

— mappa, $ 1280 

— polimorfismo della lunghezza dei 
frammenti (RFLP), $ 1281, Fig. 28.51 

— sistema di modificazione, $ 1277 

Reticolo endoplasmatico, $ 14, $ 440, 
$ 443, $ 1420 

— proteine, $ 443 

— ruvido, S 14, $ 442-447, S 1461, $ 1464 

—— lume, $ 442 

— liscio, S_14 

Reticolo sarcoplasmatico (SR), $ 1770, Fig. 
34.57 

Reticulociti, $ 1411, $ 1455, $ 1470 

Retinale, $ 423, Fig. 11.25 

Retinoblasto, $ 1698 

Retinoblastoma, $ 1698 

Retrotrasposoni, S_ 1337 

Retrovirus, $ 1512, $ 1537, S 1690 

RF-1, Tab. 30.8, $ 1445 

RF-2, Tab. 30.8, $ 1445 

RF-3, Tab. 30.8, S 1445 

RFLP, verlî polimorfismo 


16 
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Rh, gruppi sanguigni, gruppo, $ 433 

Rh1, gene, $ 1536, Fig. 31.52 

Rhesus (Rh), sistema, dei gruppi sangui- 
gni, $ 433 

Rianodina, recettore, $ 714 

Riarrangiamenti, reazioni, $ 12 

Riassociazione, condizioni di, $ 1240 

Ribitolo, $ 370 

Riboflavina, Tab. 12.2, S 591, Fig. 26.28 

Ribonucleasi 

— A, vedi RNasi A 

— B (RNasi B), $ 394 

— pancreatica, vedi RNasi A 

— Ti, $ 1275 

Ribonucleoproteine, $ 1223 

— nucleari piccole, vedi snRNP 

Ribonucleotidi, $ 1143, S$ 1157 

— cofattori, $ 1174 

— meccanismo, Fig. 26.12 

— pirimidinici, $ 1162 

— purinici 

—— biosintesi, $ 1144-1161 

——— regolazione, $ 1159 

— reduttasi, $ 1174-1179 

— regolazione, $ 1179 

Ribosio, $ 27, Fig. 10.1 

— 1-fosfato, $ 1187 

— 5-fosfato, $ 99, Fig. 22.23, $ 969, $ 1120, 
$ 1146, $ 1187, $ 1192 

—— biosintesi, Fig. 21.22, $ 926 

—— nella biosintesi dei nucleotidi, Fig. 
26.3 

— fosfato isomerasi, Fig. 22.23, $ 969 

— fosfato pirofosfochinasi, $ 1146, $ 1159 

Ribosomi, $ 3, S 442, Fig. 29.16, $ 1382, 
$ 1420-1453 


— assemblaggio, $ 1424, $ 1627 


— ‘componenti, Tab. 30.6, Tab. 30.7 

— componenti funzionali, $ 1426 

— eucariotici, $ 1427 

— funzione catalitica dell'RNA, $ 1375 

— peptidil transferasi, Fig. 30.36 

— sito A, $ 1432, $1435 

— sito, E. $ 1432, $ 1435 

— sito P, $ 1432, $ 1435 

— struttura, S_1421-1427 

— transpeptidazione, $ 1439 

— traslocazione, Fig. 30.41, $ 1440, S 1472 

— tunnel, Fig. 30.24, $ 1421 

Ribosomiale, i 

— allungamento della catena, $ 1432, 
S 1437-1444 

—— eucariotico, S$ 1444 

— inizio della catena, $ 1433-1436 

—— eucariotico, $ 1444 

— proteine, $ 1423 

—— localizzazione, Fig. 30.30, Fig. 30.31 

—— struttura ai raggi X, Fig. 30.28 

— RNA, vedi rRNA 

— subunità grandi, Tab. 30.6, Fig. 30.22, 
Tab. 30.7, $ 1495 

—— struttura, S 1422, Fig. 30.23, $ 1425 

— subunità piccole, $ 1424, Tab. 30.6, 
$ 1425, Tab. 30.7 ; 

—— autoassemblaggio, $ 1424 
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—— inibizione da eparina, $ 383 

—— sistema di contatto, $ 1711 

Sanguisuga, S$_ 1716 

Santi, D., S 1182 
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SBPasi. vedi sedoeptulosio bifosfatasi 

Scambiatori 

— di anioni, $ 128 


I 


819 


© 88-08-10538-5 


— di cationi, S 128 

— di ioni, Tab. 5.2 

Scatchard, G., S 1807 
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S 442, Fig. 11.40, S 1461 

— peptidasi, $ 432, $ 1461 
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— biosintesi, $ 1111, Fig. 24.44 
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—— e stato di transizione, S 580 

—— II, $ 582 

—— relazioni evolutive, $ 573 

—— ser attiva, S 569 

— degradazione, Fig. 24.9, Fig. 24.38 
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— esterasi, S 1825 

— idratasi, Tab. 30.10 

— idrossimetil transferasi, $ 1069, $ 1070, 
Fig. 24.38, $ 1184 

— intermedio acil-enzima, $ 5 

—— complesso di Michaelis, Fig. 14.24 

—— deacilazione, $ 577 
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— ABO, dei gruppi sanguigni, $ 433, 
$ 924, $ 1206 

— aperti, $ 69, $ 654, Fig. 15.27 
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Steitz, T., S 668, S 1350, S 1486 

Stercobilina, $ 1091, Fig. 24.30 

Stereoisomeri, $ 109 

Steroidi, $ 408, S 1661 

— cardiotonici, $ 791 

— recettori, $ 1662 

1-steroil-2-arachidonoil-sn-glicerolo, $ 1813 

Sterolo, $ 408 

Stigmasterolo, $ 408 

Stiramento 

— catalisi da, $ 547 

— elettrostatico, $ 564 

— sterico, $ 564 

Stoffler, G., $ 1425 

Stokes 

— equazione, $ 164 

— raggio, $ 164 

Stomaco, Tab. 34.5, $ 1791 

Stomatite vescicolare, virus (VSV), $ 920 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29 

Stomi, $ 978 

Strandberg, B., $ 1559 

Streptochinasi, $ 1717 

Streptomicina, $ 1447, $ 1450 

Streptomyces gresius, proteasi A di, 
(SGPA), $ 57 

Stress, risposta allo, $ 753 Bi 

Stringente, meccanismo, 

— controllo, $ 1359 

— fattore, $ 1360 

— risposta, $ 1359, $ 1360 

Stroma, $ 201, Fig. 22.1 

Strominger, J., $ 1746 

Stroud, R., S 571 

Struttura, e 

— 0, $ 1478 

— a 8, $ 1529 

— B. S 228-229 

— biologiche, $ 23-24 

—— organizzazione, Fig. 1.13 

— primaria, $ 171, 

—— degli acidi ‘nucleici, $ 1224-127 

—— delle proteine, $ 172-191 

— quaternaria, $ 171 

— secondaria, $ 171, $ 217-230 

—— delle proteine, $ 171 

—— influenza della struttura terziaria, 
$ 295 

— sopramolecolari, $ 23, $ 279 

— supersecondarie, $ 256 

— terziaria, $ 171 

Stuart, fattore, $ 1642, Tab. 34.1 

Stubbe, J.A., $ 1175 

Stubbs, G., $ 1548 

Sturtevant, A.M., S 1109 

Substrato, i, $ 192, S$ 466-469 

— cicli, $ 704, S 710, $ 1118 
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—— nel calabrone, $ 713 

— impatto fisiologico, $ 713 

— nel controllo del flusso, $ 710 

— nel muscolo alare del calabrone, $ 713 

— nell’ipertermia maligna, $ 713 

— suicidi, $ 1183 . 

— variazione del flusso glicolitico, $ 712 

Subtilisina, Tab. 14.4, S 57 

Subvirali, patogeni, $ 1594-1602, 
$ 1595-1598 

Succinato, $ 64, $ 507, Fig. 19.1, $ 808, 
$ 825, $ 990, Fig. 23.22 

— coenzima Q reduitasi, vedi Complesso 
Il 

— deidrogenasi, $ 507, $ 808, $ 828, $ 864, 
$ 1463 

— FAD in, $ 828 

— inibizione da malonato, $ 809, $ 828 

— nella catena di trasporto degli elettro- 
ni, $ 828 

— ossidazione legata al FAD, S 859 

— stereochimica, $ 828 

— tiochinasi, vedi succinil-CoA sintetasi 

N-succinil-2-ammino-6-cheto-L-pimelato, 
Fig. 24.45 

Succinil-CoA, $ 612, $ 808, Fig. 19.1, Fig. 
19.9, $ 1001, Fig. 23.14, $ 1073, $ 1085 

— biosintesi dell'eme, Fig. 24.26, Fig. 
24.29 

— scissione degli amminoacidi, $ 1068, 
$ 1075 

— sintetasi, $ 808, $ 825 

—— legami ad alta energia, $ 825-826 

—— meccanismi, $ 826 

—— sintesi del GTP, $ 825 

Succinilcolina, $ 1825 

N-succinil-1.L-e-diamminopimelato, Fig. 
24.45 

Succinil-diamminopimelato ammino tran- 
sferasi, Fig. 24.45 

Succinil-diamminopimelato desuccinilasi, 
Fig. 24.45 

Succinil fosfato, Fig. 19.9 

O-succinilomoserina, Fig. 24.45 

Sulfamidici, S_ 1094 

Sulfanilamidi, S 1094 

Sulfonamide, $ 1014, $ 1155 

Sumner, J., $ 118, $ 465 

Sundaralingam, M., $ 1244 

Superavvolgimento del DNA 

— agenti intercalanti, $ 1269 

— misurazione, $ 1268-1271 

— toroidali o intrecciati. $ 1266, 
S 1264-1274, S 1325 

Supereliche 

— densità, $ 1270 

— topologia, $ 1265-1267 

Superossido 

— dismutasi, $ 1178 

— ione, $ 117 

Surfattanti, $ 67 

Surrenali, ghiandole, $ 1785 

— corteccia, $ 1797 

— corticale, zona, $ 1795 

— midollare, zona, $ 1795-1796 

Sutherland, E., $ 749 

Sutton, W., S 1207 

SV40, $ 1270, Fig. 32.1 

— attivatori, $ 1366 
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— mappa di restrizione, Fig. 28.49 
— minicromosomi, Fig. 33.43 
— ori. $ 1510 
— replicazione del DNA, $ 1510 
Svedberg, T., $ 161 
— unità (S), $ 163 
Sviluppo, $ 21 
— basi molecolari, $ 1677-1685 
— embrionale, Fig. 1.12, $ 1674-1676 
— in Drosophila melanogaster, 

$ 1678-1683 
— segnali di, $ 1675 
Switch \, $ 1579-1585 
— regione di, $ 1741, Fig. 34.42 
— sensibilità, $ 1585, Fig. 32.41 
Synge, R., $ 133 
Szent Gyvòrgyi, Albert, $ 809 
Szent Gvòrgvi, Andrew, $ 1759 


T 


T, cellule, $ 1719, $ 1720 

— citotossiche 

— di memoria, $ 1722 

— helper, S 1720 

— linfociti, vedi T, cellule 

— recettore delle cellule, $ 1720, $ 1742 

— soppressorie, $ 1720 

T,, vedi tirosina 

T,, cellule della glicoproteina, Fig. 34.33 

Ty, vedi triodotironina 

Tg, cellule della glicoproteina, Fig. 34.33 

t-PA. vedi attivatore tissutale del plasmi- 
nogeno 

Tabun, $ 1825 

Tagamet, $ 795 

Tagatosio, Fig. 10.2 

v-tagatosio-1,6-bisfosfato, $673 

Taglio chimico, metodo della sequenza del 
DNA, $ 1282-1285, $ 1290 

Talassemia, $ 196, S 215, $ 341. 
$ 1646-1648 

— a-, $ 1647 

— 8-, $ 215, $ 1648 

— carattere a, $ 1647 

— 68. $ 1648 

— distribuzione, $ 196 

— idrope fetale, $ 1647 

— maggiore, $ 215, $ 1646 

— malattia dell'emoglobina H. $ 1647 

— minore, $ 215, $ 1646 

— portatore silente, $ 1647 

— stato di portatore silente, $ 1647 

Talmadge, D., $ 1721 

Talosio, Fig. 10.1 

Tampone, $ 55, $ 61-63 

— acido-base, $ 61 

— capacità, $ 67 

Tarui, malattia di, $ 762 

Tassonomia, $ 9 

— confronti tra le sequenze proteiche, 
$ 200-201 

TATA Box, $ 1335, $ 1657 

TATA, proteina legante, $ 1657 

Tatum, E., S 617, S 1211, $ 1213 

Taurina, $1030 

Tautomerizzazione cheto-enolica, catali- 
si, Fig. 14.1 
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Tay-Sachs, malattia di, $ 407, $ 1049, Tab. 
23.2 

Taylor, E., $ 1766 

TCA (ciclo dell’acido tricarbossilico), ve- 
di acido citrico, ciclo 

Tecnologia del DNA ricombinante, vedi 
clonaggio molecolare 

Telomerasi, $ 1511 

Telomeri, $ 1511 

TEMED, vedi N, N, N’, N-tetrametiletile- 
nediammina 

Temin, H., $ 1512 

Temperatura 

— denaturazione, $ 78 

— Kelvin, scala, Tab. 3.1 

Tempo di dimezzamento, $ 485 

— 14C, $ 485 

— 32P, S 485 

— degli isotopi radioattivi, $ 621 

Teofillina, $ 1814 

Ter-butilossicarbonile (BOC), $ 208 

TerC locus, $ 1503 

N-terminale, $ 98 

— identificazione, $ 175 

Terminasi, $ 1568 

Terminazione della catena, metodo di, del 
DNA, sequenziazione, $ 1286-1290 

— automazione, $ 1288 

Termodinamica, $ 68-85 

— classica, $ 652 

— dei composti contenenti fosfato, 
$ 625-644 

— dei sistemi all'equilibrio, $ 652 

— dei sistemi non all'equilibrio, $ 652 

— della gluconeogenesi, $ 908, Fig. 21.7 

— della pompa protonica, $ 876 

— della vita, $ 651-657 

— di trasporto, $ 768-769 

—— degli elettroni, $ 855 

— forza, $ 653 

— irreversibile, $ 652 

— prima legge, $ 69-71 

— seconda legge, $ 73-75 

— unità, Tab. 3.1 

—— e costanti, Tab. 3.1 

Termogenesi non da brividi, $ 886, $ 887 

— controllo, $ 886 

Termogenina, $ 886 

Termolisina, Tab. 6.2 

Terreno di coltura, $ 624 

Tessuto, i 

— adiposo, $ 404, $ 1128-1129 

—— bruno, $ 886 

—— metabolismo, $ 1129 

— coltura, $ 624, $ 1649 di 

— connettivo, $ 237 

— fettine, $ 624 

— linfoidi, $ 1719 

Testcross, S$ 1222 

Testicoli, $ 1798 

— fattore di determinazione dei (TDF), 
$ 1798, $ 1799 

Testosterone, Fig. 23.51 

Tetraciclina, Fig. 28.60, $ 1301, $ 1452, 
Tab. 30.9 

12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato, 
S 1814 

5,6,7,8-tetraidrobiopterina, Fig. 24.21, 
$ 1080 


Tetraidrofolato, vedi THF 

Tetraidrofurano-2 carbossilato, $ 549 

N, N, N°, N-tetrametiletilenediammina 
(TEMED), Fig. 5.21 

Tetrametil-p-fenilendiammina (TMPD), 
$ 858 

2, 3, 4, 6-O-tetrametil-a-pglucosio, $ 535 

Tetranitrometano, Tab. 6.3 

Tetranucleotide, ipotesi del $ 1218 

Tetrazolo, $ 1294, Fig. 28.59 

Tetrodotossina, $ 1819 

Tetrosio, $ 365 

TFIIIA, $ 1663 

TFIIB, $ 1663 

TFNIC, $ 1663 

Ty, cellule, vedi cellule T helper 

THF (tetraidrofolato), $ 506, $ 1094 

— cofattori, S 1094 

Thr, operone, Tab. 29.1 

Tiamina, Tab.12.2, $ 697 

— pirofosfato, vedi TPP 

Tiazolinonico, derivato, $ 175 

Tiglil-CoA, Fig. 24.15 

Tilacoidi, $ 20, $ 939, S 962 

— dislocazione dei componenti, Fig. 
22.21, $ 962 

— micrografie elettroniche, Fig. 22.22 

TIM, vedi triosio fosfato isomerasi 

Timidilato, vedi TMP 

— sintasi, S 1114, S 1182 

—— meccanismo, $ 1182 

—— struttura ai raggi X, Fig. 26.16 

Timidina monofosfato, vedi TMP 

Timina, S 1144, $ 1181-1185, Fig. 26.26, 
Fig. 30.2 

— biosintesi, $ 1182-1185 

— differenziazione fisiologica dell’uraci- 
le, $ 1519 

— dimeri, Fig. 31.28, $ 1514 

— origine, $ 1181-1185 

Timo, $ 1723 

Tiochinasi, $ 988 

Tiochinasi, vedi acil-CoA sintetasi 

Tioemiacetale, $ 679 

Tioestere iperattivo, $ 1753 

— del complemento C4, Fig. 34.37, $ 175 

— del complemento C5, Fig. 34.37, $ 175 

Tiogalattoside transacetilasi, $ 1312 

Tiolasi, $ 990, $ 1005, Fig. 23.30, $ 993, 
$ 1005 

— nei perossisomi, $ 1003 

Tioredossina, Fig. 22.27, $ 1177 

— struttura ai raggi X, Fig. 26.13 

4-tiouridina (s*U), Fig. 30.13 

Tireoglobulina, $ 1792 

Tireotropina (TSH), $ 1802 

— fattore di rilascio (TRF), $ 1802 

Tiroide, Tab. 34.5 

Tirosil adenilato, Fig. 30.18 

Tirosilb-tRNA, $ 1406 

— meccanismo, $ 1406 

— sintetasi, $ 1406 

— struttura ai raggi X, Fig. 30.17, Fig. 
30.18 

Tirosina, Tab. 4.1, $ 94, $ 1079, $ 1092, 
S 1104 

— amminotransferasi, Tab. 30.10 

— biosintesi, S 1096, $ 1104, Fig. 24.48 

— degradazione, Fig. 15.13, $ 1079-1082 
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— fosfatasi, proteina, (PTPasi), S 1815 

— globulina legante la, $ 1792 

— idrossilasi, $ 1092 

— specifica proteina chinasi, S 1691, 
S 1814 

Tiselius, A., $ 152 

Tissutale, fattore (III), $ 1744, Tab. 34.1 

Titolazione 

— punto di fine, $ 67 

Tjian, R., $ 1657 

TMP (timidina monofosfato, acido timi- 
dilico), $ 506, Fig. 24.38, Tab. 26.1 

TMV, vedi virus del mosaico del tabacco 

Tn3, $ 1533 

TnC, Tab. 34.4, S 1760, Fig. 34.56 

— legame da Ca?*, $ 1769 

— somiglianza con la calmodulina, Fig. 
34.51 

— struttura ai raggi X, Fig. 34.51 

Tnl, $ 1760, Fig. 34.56 

TnpA, $ 1533 

TnpR, S 1533, $ 1536 

TnT, Tab. 34.4, $ 1760, Fig. 34.56 

Todd, A., $ 1224 

Tollen, reagente di, $ 370 

p-toluensolfonilcloruro (tosìl), $ 467 

Tonegawa, S., $ 1754 

Topoisomerasi, $ 1272-1274 

— I(enzimi di taglio e saldatura), $ 1273, 
$ 1576, $ 1613 

— Il (DNA girasi), $ 1274 

— ruolo nella replicazione del DNA, 
$ 1479 

Torr, $ 314 

Torsione, angoli di, $ 219-222 

Tosil-u-fenilalanina clorometil chetone 
(TPCK), $ 57 

Tosilcloruro, $ 467 

Tossina, € 

— anafilattiche, $ 1753 

— botulinica, $ 1823 

— colerica, $ 1811 

—— struttura, Fig. 34.87, Fig. 34.38 

— difterica, S 1306, Tab. 30.9, S_ 1453 

Tossoide, $ 1453 

Totipotenza, $ 1617 

TPCK, vedi tosil-u-fenilalanina clorometil 
chetone 

TPN, vedi NADP 

TPNH, vedi NADPH 

TPP (tiamina pirofosfato), Tab. 12.1, Tab. 
12.2, $ 539, S 696, $ 1076 

— nel piruvato decarbossilasi, Fig. 16.23, 
Tab. 19.1, $ 812 

— nella transchetolasi, S 929-930 

Traduzione, $ 27, $ 441, S 1223, 
$ 1381-1472 

— accuratezza, S 1447-1448 

controllo dei siti di inizio, $ 1671 

controllo negli eucarioti, $ 1454-1457 

— direzione di lettura del mRNA, S 1301 

— e catena, $ 1433-1446 

Trans, fattori che agiscono in, $ 1315 

trans-2-enoil-CoA, Fig. 23.8, $ 1003 

trans-3-enoil-CoA, $ 997 

Trans-schiffizzazione, $ 1055 

Transaldolasi, $ 722, S 929, $ 931, Fig. 
21.22, Fig. 21.27 

— meccanismi, $ 931 


Transamminasi, vedi amminotransferasi 

Transamminazione, S$ 974, $ 1052, 
$ 1054-1057 

Transcarbossilasi, $ 1008 

Transchetolasi, Fig. 21.22, $ 929, $ 930, 
Fig. 21.26, S 932 

— cofattori TPP, $ 930 

— meccanismo, $ 930-931 

Transcobalammina, $ 1002 

Transcortina, $ 1797 

Transferasi, Tab. 12.3 

— reazioni, $ 514 

Transferasi-terminale, vedi deossinucleo- 
tidil transferasi terminale 

Transferrina, $ 1089 

— oligosaccaridi, Fig. 10.29 

Transforming growth factor-a (TGF-a), $ 1691 

Transgenici, organismi, $ 1219, $ 1649 

Transimminazione, $ 1055 

Translocasi, $ 770 

Transpeptidazione, $ 1439, Fig. 30.41, Fig. 
30.58 

Transtiolazione, Fig. 30.58 

Trapianto 

— antigeni, $ 1746 

— rigetto del, $ 1746 

Trascrittasi inversa (DNA polimerasi di- 
retta da RNA), $ 1290, $ 1512 

Trascritti primari, $ 1361 

Trascrizione, $ 27, $ 1223, $ 1309-1378, 
$ 1508, $ 1566 

— accuratezza, $ 1326 

— allungamento della catena, $ 1324-1327 

— antiterminatore, Fig. 29.29, $ 1566 

— controllo negli eucarioti, $ 1362-1366 

— controllo nei procarioti, $ 1339-1360, 
$ 1653-1663 

— dei geni della globina, $ 1660 

— fattori di, $ 1333, S 1336, $ 1566, 
S 1657, $ 1658, $ 1663 

—— gene-specifici, $ 1659 

—— modelli, Fig. 33.46 

—— recettori degli ormoni tiroidei, $ 1792 

—— recettori degli steroidi, $ 1661 

— inizio, $ 1322-1327 

— promotori, $ 1340 

— regolazione dell'inizio, $ 1653-1664 

— siti di inizio, $ 1337 

— superavvolgimento del DNA, $ 1325, 
Fig. 29.11 

— terminazione, S 1328-1337 

Trasducina (Gy), $ 1809 

Trasduzione, $ 1215, S$ 1531 

— energetica, $'870 

Trasferimento 

— del gruppo fosforico, reazioni, 
$ 626-627 

— di energia di risonanza, vedi eccitone, 
trasferimento 

— di gruppo, reazioni, $ 608 

—— acile, $ 608, Fig. 15.7 

—— fosforico, $ 608, Fig. 15.7 

—— glicosidico, $ 608, Fig. 15.7 

Trasfezione, $ 1220 

Trasformazione 

batterica, S 1531 

genetica, $ 1219 

maligna, $ 1689 

principio, $ 1219 
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Traslocatori, $ 770 

Traslocazione, S 1440 

— controllo, $ 1669 

— di gruppo, $ 796-797 

— protonica dell'ATP sintasi 

—— particelle Fo, $ 883-884 

—— particelle F,, $ 883-884 

Trasmissione, coefficiente, $ 491 

Trasportatore, i, $ 770 

— del glucosio negli eritrociti, $ 772-776, 
S 781-783 

Trasporto 

— attivo, $ 785, S 798-803 

— attraverso le membrane, $ 768-803 

— cinetica e meccanismi, $ 770 

— degli amminoacidi, $ 1093 

— degli zuccheri, $ 796-797 

— del lattosio, $ 801 

— di ADP, $ 803 

— di ATP, $ 803 

— di Ca2+, $ 792-793, S 850 

— di glucosio, $ 772, 782, 799 

— di H*, S 795 

— di K+, $ 790 

— di Na+, S 786-790, $ 799-800 

— di NADPH, $ 851 

— di organelli, $ 1782 

— di P,, $ 849 

— e gradiente ionico, $ 803 

— e idrolisi dell'ATP, $ 787 

— elettrogenico, $ 785 

— elettroneutrale, $ 785 

— mediato, S 770, $ 772-776, $ 781-784 

—— cinetica, $ 774 

—— inattivazione chimica, $ 776 

—— inibizione competitiva, $ 775 

—— velocità e specificità, $ 773 

— nei mitocondri, $ 845-851 

— non mediato, $ 770, $ 771 

— passivo mediato, $ 770, $ 781-783 

— proteine, $ 767 

— termodinamica, $ 768-769 

— traslocazione di gruppo, $ 796-797 

— vescicolare, $ 1782-1783 

Trasposasi, $ 1533 

— TnA, $ 1533 

Trasposizione, $ 1532-1537 

— conseguenze biologiche, $ 1536 

— negli eucarioti, $ 1537 

— nei batteri, $ 1536, Fig. 31.52 

Trasposoni, $ 1533, $ 1535, Fig. 31.54 

— compositi, $ 1533 

— Tn3, $ 1533 

Tratti 

— codominanti, $ 1205 

— dominanti, $ 1205 

— recessivi, $ 1205 

Trentham, D., $ 679 

Treonina. Tab. 4.1, S 94, $ 1069, $ 1102, 
Fig. 24.46 

— biosintesi, $ 1111, Fig. 24.45 

— degradazione, $ 1069 

— sintasi, Fig. 24.45 

Treosio, Fig. 10.1 

— autodigestione, $ 1708 

— formazione della protrombina, Fig. 
34.9 

Triacilgliceroli, $ 403-404, $ 982, $ 1132, 
Fig. 23.32 
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— come isolanti, $ 404 

— come riserve energetiche, $ 404 

— misti, $ 403 

— negli adipociti, $ 1128 

— semplici, $ 403 

— sintesi, $ 1013 

trasporto, $ 986 

Triadi catalitiche, $ 571, Fig. 14.21 

— evoluzione, $ 582 

— funzione, S 581 

— ruolo, $ 581 

Tricarbossilati, sistema di trasporto, 
$ 1011 

Triessosil ceramide, Fig. 23.70, Fig. 23.75 

Trietossonio fluoroborato, $ 359 

Trifosfopiridin nucleotide (TNP), vedi 
NADP 

Trigliceridi, vedi triacilgliceroli 

Trimetoprim, $ 1185 

Triodotironina (T3), $ 1792 

Trioleina, S$ 403 

Trioleoilglicerolo, $ 403 

Triosio fosfato isomerasi (TIM), Fig. 7.19, 
S 674-677, Tab. 16.1 

— analoghi degli stati di transizione, 
S 675 

— dipendenza dal pH, $ 675 

— gruppi catalitici, $ 675 

— marcatura per affinità, $ 675 

— meccanismi, $ 676 

— perfezione catalitica, $ 677 

Tripeptidi, $ 91 

Tripsina, $183. $ 565, $ 585, $ 1486, $ 1703 

— complesso con il BPTI, $ 579, Fig. 14.23 

— intermedi tetraedrici, $ 579, Fig. 14.23 

— prevenzione dell'attivazione prematu- 
ra, $ 588 

— specificità, $ 572 

— struttura ai raggi X, S 54, Fig. 14.20 

Tripsinogeno, $ 1459 

— attivazione, $ 585 

Triptofano, Tab. 4.1, $ 93, $ 1092, $ 1104, 
$ 1078, $ 1146, Fig. 26.27, $ 1355 

— biosintesi, S 1104, $ 1357 

—— regolazione $ 1357 

— degradazione, Fig. 24.17, $ 1078 

— 2,3 diossigenasi, Fig. 24.17 

— idrossilasi, $ 1092 

— sintasi, S 1105, S 1169, $ 1387 

—— struttura ai raggi X, Fig. 24.49 

—— tunnel proteico, $ 1105 

Tris (2,3-dibromopropil) fosfato, $ 1526 

Triskelion, Fig. 11.43 

Tristearina, $ 403 

Tristearoilglicerolo, $ 403 

{RNA (RNA transfer). $ 1223, $ 1309, 
$ 1381, $ 1397-1419 

— basi modificate, $ 1399 

— braccio D, $ 1398, Fig. 30.14 

— braccio dell’anticodone, $ 1399, Fig. 
30.14 

— braccio T, $ 1398 

— braccio TyC, $ 1398 

— braccio variabile, $ 1398 

— geni, $ 1628 

= Gin, S 1403 

— interazione tra coppie di basi, struttu- 
ra terziaria, $ 1401, Fig. 30.15 

— introni nel, $ 1378, Fig. 29.42 
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— isoaccettori, S 1412 

— processi postrascrizionali, $ 1376-1378 

— rilettura e correzione, e amminoacido, 
$ 1410 

— stelo-accettore (stelo dell’amminoacido), 
S 1398, Fig. 30.14 

— struttura a trifoglio, $ 1376, Fig. 29.41, 
Fig. 30.6, Fig. 30.11, Fig. 30.12 

— struttura ai raggi X, $ 1403 

— struttura primaria e secondaria, 
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